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 Resumo 
 Embora a possibilidade de entregar genes exógenos à células pareça 
promissora, este processo ainda é limitado pela falta de vetores ideais, que sejam ao 
mesmo tempo seguros e eficientes. As diversas barreiras físicas, enzimáticas e 
difusionais oferecidas pelas células dificultam a chegada do gene exógeno ao seu 
compartimento celular alvo, de tal modo que o desenvolvimento de carreadores 
poderia permitir o surgimento de protocolos mais eficientes de terapia gênica e 
vacinação por DNA. Neste contexto, o presente trabalho propõe o desenvolvimento 
e avaliação de proteínas modulares multifuncionais para atuarem como vetores de 
entrega gênica. Uma vez que o tráfego intracelular de vírus muito frequentemente 
utiliza a rede de microtubulos para chegar ao núcleo, existe a possibilidade de  
mimetizar tal estratégia usando motores moleculares para o transporte. A cadeia 
leve de dineína Rp3 foi então modificada pela inclusão de um domínio de ligação ao 
DNA e um peptídeo TAT, o que permitiu que tal proteína se auto estruturasse em 
nanopartículas que interagem com o pDNA, formando complexos estáveis e 
positivamente carregados. Tais complexos eficientemente transfectaram células 
HeLa através de mecanismos dependentes da rede de microtúbulos, indicando que 
a proteína foi capaz de mimetizar estratégias virais de internalização de genes 
exógenos com baixa toxicidade e sem elicitar resposta inflamatória. Esta proteína 
catiônica foi capaz de mediar a entrega tanto de pDNA como de dsRNA, se 
concentrando rapidamente na região perinuclear. Ensaios in vivo em modelo de 
vacina de DNA, no entanto, indicaram que tal proteína ainda enfrenta alguns 
obstáculos que não puderam ser previstos através das análises in vitro. 
  A entrega direcionada de drogas, por sua vez, partilha muitos dos obstáculos 
da entrega gênica, desde a chegada à célula alvo até a adequada internalização. 
Neste trabalho, um grupo de proteínas compostas por GFP e diferentes sequências 
ricas em argininas foi caracterizado para ser usado em ensaios de entrega de 
drogas, e foi constatado que pequenas alterações na sequência podem accaretar 
em diferentes perfis de formação de nanopartículas. A oligomerização, bem como a 
quantia de argininas, juntas determinam a via de internalização de tais proteínas, 
podendo variar entre mecanismos inespecíficos ou via receptor (CXCR4). A 
utilização de proteínas modulares se mostrou uma estratégia promissora que 
permite o ajuste fino das características proteicas, que podem afetar diretamente as 
propriedades do vetor resultante, bem como sua eficiência de internalização.   
Abstract 
 
 Although delivering exogenous genes to a cell may seem a prosing approach, 
this strategy is still limited by the lack of ideal vectors, which are both efficient and 
safe. The several physical, enzymatical and diffusional barriers offered by the cells 
highly limit the delivery of the transgene to its target inside the cell, therefore the 
development of carriers could allow the improvement of gene therapy and DNA 
vaccination protocols. In this sense, the present work proposes the employment of 
modular multifunctional proteins to act as gene delivery vectors. Since the viruses 
recurrently use the microtubules network to reach the nucleus, it would be possible to 
mimic such strategy by using molecular motors as carriers. For that, dynein’s light 
chain Rp3 was modified by the addition of a DNA binding domain and a TAT peptide, 
resulting in a protein that self assembles in nanoparticles that Interact with pDNA, 
forming stable and positively charged complexes. Such complexes efficiently 
transfect HeLa cells through mechanisms highly dependent on the microtubules 
network, indicating that this protein is capable of mimicking viral strategies to 
internalize exogenous genes with low toxicity and low pro-inflammatory profile. This 
cationic protein is capable of promoting the delivery of both pDNA and dsRNA, 
quickly leading to a perinuclear accumulation. In vivo assays in a DNA vaccine model 
indicate, however, that this vector still faces some obstacles that could not be 
anticipated from the in vitro assays.  
 Although seemingly different, targeted delivery of drugs faces many obstacles 
similar to the ones from gene delivery, from the arrival to the target cell up to 
adequate internalization. A group of proteins composed by GFP and arginine-rich 
sequences developed for drug delivery protocols was characterized here. Results 
indicate that minor modifications to the sequence may affect the formation of 
nanoparticles. Oligomerization, as well as the amount of arginines in the sequence, 
may influence the internalization pathway, which can vary from unspecific 
mechanisms to receptor-dependent internalization through CXCR4. The application 
of modular proteins was shown to be a promising strategy that allows the fine-tuning 
of protein’s features, as well as its internalization efficiency.  
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Introdução 
 A presente tese de doutoramento apresenta as atividades desenvolvidas no 
âmbito do projeto “Avaliação de proteínas modulares para a entrega de genes e 
drogas”. Nos propusemos a desenvolver proteínas modulares recombinantes para 
atuarem como vetores ou carreadores, utilizando para tanto cadeias leves de 
dineína ou peptídeos sintéticos, visando tornar a entrega mais eficiente. Tais 
proteínas podem ser aplicadas a protocolos de terapia gênica, vacinação por DNA 
ou entrega dirigida de drogas.  
 Inicialmente, é apresentado um Capítulo Introdutório contendo uma revisão 
bibliográfica sobre o tema de vetores de entrega, bem como a contextualização do 
presente trabalho, apontando os principais desafios que ainda limitam a aplicação 
eficaz da entrega gênica e direcionamento de drogas. Os principais resultados 
obtidos ao longo do desenvolvimento deste trabalho são apresentados na forma de 
artigos publicados ou submetidos para revistas científicas internacionais.  
O Capítulo 2 apresenta os resultados obtidos no desenvolvimento de vetores 
de entrega gênica baseados na cadeia leve de dineína Rp3, na forma de artigo já 
publicado. Este artigo contém alguns experimentos inicialmente desenvolvidos 
durante o mestrado da aluna e que, na vigência do doutorado, foram 
complementados e aprofundados para compor um artigo completo, o qual já se 
encontra publicado.  
O Capitulo 3 apresenta, na forma de artigo em submissão, os resultados 
referentes à caracterização do tráfego intracelular das nanopartículas previamente 
desenvolvidas. O Capítulo 4 apresenta um artigo já submetido que contém os 
resultados referentes a construções proteicas, ricas em argininas, desenvolvidas 
para entrega de drogas, através da qual se propõe um método de caracterizar 
proteínas sutilmente diferentes entre si. Em seguida, são apresentados resultados 
complementares obtidos ao longo do doutoramento, além de uma seção de 
considerações finais sobre todo o trabalho. Por fim, na seção de anexos encontram-
se outros artigos no qual a aluna é co-autora. 
O trabalho foi desenvolvido majoritariamente junto ao grupo do Prof. Adriano 
Azzoni (UNICAMP e USP), que tem por especialidade o desenvolvimento e 
caracterização de estratégias de entrega gênica através de sistemas diversos, ainda 
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que um dos focos seja a utilização e motores moleculares para facilitar o tráfego 
intracelular. O projeto foi executado no laboratório da Profa. Anete Pereira (CBMEG 
- UNICAMP), que possui grande expertise em produção e caracterização de 
proteínas recombinantes de interesse biotecnológico. Os experimentos in vivo foram 
realizados junto ao grupo do Prof. Luiz Carlos Ferreira (ICB - USP), que se dedica 
principalmente ao desenvolvimento de vacinas inovadoras, o que nos permitiu 
avaliar o desempenho do vetor desenvolvido com outro plasmídeo e a realização 
dos ensaios in vivo junto ao modelo utilizado por seu grupo. Por fim, foi estabelecida 
uma colaboração com o grupo do Prof. Antonio Villaverde (Universitat Autonoma de 
Barcelona) que resultou na realização de um sanduíche em seu grupo, que trabalha 
principalmente com entrega de drogas e peptídeos envolvidos em internalização 
celular. 
 
 
 CAPÍTULO 1 
Revisão bibliográfica e objetivos 
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Nanomedicina e a Entrega de Genes e Drogas 
 
Os avanços biotecnológicos das ultimas décadas permitiram o surgimento do 
campo da Nanomedicina, que por definição é a utilização de compostos de escala 
nanométrica para fins médicos que envolvem prevenção, tratamento e diagnóstico 
(Pepic et al., 2014; Wirth et al., 2013). O avanço da Nanotecnologia permitiu o 
desenvolvimento de nanomateriais e nanopartículas (NP) para possuir 
características físicas e químicas específicas no nível celular e molecular, visando 
incrementar o potencial destas substâncias (Fanciullino et al., 2013; Hill et al., 2016; 
Wirth et al., 2013). A ampla gama de técnicas de manipulação genética contribuiu 
amplamente por serem relevantes ferramentas neste contexto. Através de uma 
abordagem multidisciplinar, é possível então desenvolver fármacos mais solúveis, 
com melhor direcionamento, biodistribuição mais eficiente, menor toxicidade, menos 
sujeitos a biodegradação e, portanto, com maior tempo de meia-vida, levando assim 
a terapias mais eficientes e menos tóxicas (Hill et al., 2016; Li et al., 2012; Pepic et 
al., 2014; Wicki et al., 2015).  
Neste contexto, a entrega de diferentes compostos para células humanas é 
um objetivo natural, podendo o alvo ser a entrega de genes ou de drogas. A 
administração sistêmica de drogas muito frequentemente leva a uma biodistribuição 
inadequada no organismo ou a efeito colaterais indesejados, uma vez que as 
terapias administradas nem sempre possuem elevada especificidade para sua 
células alvo. Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas de entrega de drogas 
visa o direcionamento da terapia para as células alvo, onde deve permanecer de 
maneira relativamente controlada, limitando efeitos adversos e garantindo elevada 
biocompatibilidade  (Gaumet et al., 2008). 
A entrega de genes exógenos, por sua vez, pode ser aplicada tanto para a 
terapia gênica quanto para a vacinação por DNA. A European Medicines Agency 
(EMA) define que um produto para terapia gênica deve atender a duas 
especificações: (a) conter uma substância ativa que contenha ou consista em ácidos 
nucleicos recombinantes administrado a seres humanos visando a regular, substituir, 
adicionar ou deletar sequências genicas; (b) seu efeito profilático, terapêutico ou 
diagnóstico deve estar diretamente relacionado ao ácido nucleico que contém, ou 
ser produto da expressão de tal gene (Kutzler and Weiner, 2008; Li et al., 2012; 
Wirth et al., 2013).  
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A entrega gênica permite realizar modificações utilizando um crescente leque 
de estratégias. A estratégia inicialmente utilizada consistia na entrega de DNA 
plasmidial (pDNA), e posteriormente a entrega de mRNA se tornou uma opção para 
promover modificações em outro nível. Após a descoberta do RNAi no final dos anos 
90, fragmentos de dsRNA incorporaram o conjunto de abordagens disponíveis, 
promovendo neste caso o silenciamento de genes indevidamente expressos (Gary 
et al., 2007; Kutzler and Weiner, 2008). Mais recentemente o sistema CRISPR/Cas9 
foi caracterizado e já é considerado extremamente promissor no campo da edição 
gênica (Kutzler and Weiner, 2008; M. A. Liu, 2003; Mout et al., 2017). O fato de tão 
brevemente após sua descoberta o sistema CRISPR/Cas9 já ter sido eleito o 
“Breakthrough of the year 2015” (M. A. Liu, 2003; Okuda et al., 2014; Travis, 2015) 
apenas confirma a importância da edição gênica para a comunidade científica. A 
utilização das muitas ferramentas disponíveis dependerá então do objetivo final, seja 
este a imunização ou a modificação gênica. 
 
Terapia gênica 
 
A terapia gênica consiste na inserção de ácidos nucléicos através de um vetor 
visando a prevenir, alterar ou reverter um processo patológico. A estratégia pode ser 
a inserção de um gene ausente, a correção ou o nocaute de um gene já presente, 
ou uma combinação delas (Kay, 2011; Ohimain, 2016; Okuda et al., 2014), sendo a 
adição a forma mais comumente usada nos atuais testes clínicos e pré-clínicos, para 
suprir alguma proteína ausente devido a mutação. Já a abordagem de nocaute 
frequentemente envolve a utilização de microRNAs e RNA de interferência, embora 
a gama de estratégias disponíveis compreenda DNA, mRNA, miRNA, moléculas de 
RNAi como siRNA e shRNA, e oligonucleotídeos antisenso (Hill et al., 2016; 
Ohimain, 2016).  
No entanto a história da terapia gênica se inicia antes mesmo da descoberta 
de muitas destas moléculas, e alguns dos principais eventos desta trajetória estão 
representados na figura 1.1, adaptada de (Pepic et al., 2014; Wirth et al., 2013). Em 
1944 o ácido desoxirribonucleico é isolado como o agente responsável pela 
transformação, sendo então identificado como a fração celular que contém a 
informação genética. Em 1952 é desvendado o processo de transferência gênica 
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entre bactérias através de bacteriófagos, nomeado transdução, despertando assim o 
interesse em vetores de transferência gênica. Em 1953, Watson e Crick divulgam a 
estrutura do DNA, baseando-se também em estudos prévios de Rosalind Franklin e 
Maurice Wilkins. Em 1962 é realizada a primeira transferência gênica em células de 
mamíferos, demonstrando que um defeito genético poderia ser revertido pela 
inserção de um gene exógeno e funcional. Em 1968, descobre-se que a aquisição 
de novas características era estavelmente herdada através de inserção 
cromossomal do gene exógeno. Em 1989, o primeiro ensaio de transferência gênica 
é aprovado, ainda que visasse mais ao rastreamento do gene inserido do que a uma 
terapia em si. Já no ano seguinte, em 1990, é realizado o primeiro ensaio clínico 
terapêutico com “crianças da bolha”, portadoras de uma severa imunodeficência. A 
este se seguem diversos ensaios clínicos no mundo, no que foi o primeiro boom da 
terapia gênica. Em 1999 morre um paciente envolvido em um ensaio clínico, com a 
morte sendo causada por uma reação ao vetor viral, despertando então o interesse 
por desenvolver vetores alternativos. Já em 2003, a China se torna o primeiro país a 
aprovar um produto para terapia gênica, o qual consistia em um adenovirus 
modificado para tratamento de alguns tipos de carcinoma. Apesar da aprovação, 
este produto nunca chegou a ser analisado em um ensaio clínico de fase III, o que 
só ocorre por primeira vez em 2009, nos Estados Unidos. Em 2012, a Agência 
Europeia de Medicamentos (EMA) recomenda pela primeira vez a aprovação de um 
produto de terapia gênica, o Glybera, baseado em um adenovirus modificado para 
tratar adultos com deficiência da lipoproteína lipase.  
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Figura 1.1: Principais eventos da trajetória da terapia gênica. Linha do tempo 
representando a ordem cronológica de alguns eventos essenciais à trajetória desta 
abordagem terapêutica. Adaptado de (Fanciullino et al., 2013; Wirth et al., 2013). 
 
As estratégias de terapia gênica também podem ser classificadas quanto ao 
seu mecanismo de ação, que pode ser expressão transiente (DNA, RNAs, etc), 
integrativo (através do sistema transposon, por exemplo) ou envolver sistemas de 
edição gênica (ZFN, TALEN, CRISP). Vetores virais podem ser transientes ou 
integrativos, segundo suas características. Enquanto os sistemas de edição não 
virais geram modificações permanentes, a estratégia clássica de expressão 
transiente utiliza pDNA, cuja expressão persiste por 1 a 2 meses, podendo ser 
otimizada para resistir por períodos mais longos, de até anos (Hill et al., 2016; Pepic 
et al., 2014; Wicki et al., 2015). Atualmente ainda lideram os ensaios clínicos 
direcionados ao câncer, como pode ser observado na figura 1.2. 
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Figura 1.2: Doenças abordadas em ensaios de terapia gênica. Distribuição dos 
ensaios clínicos de terapia gênica de acordo com a doença-alvo. 
http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/ 
Vacinas de DNA 
 
Vacinas de DNA consistem, na maioria dos casos, em plasmídeos contendo 
um gene responsável por codificar um antígeno, um promotor e um terminador para 
controlar a expressão em células de mamíferos. Essa é uma estratégia promissora 
para elicitar resposta imune através de linfócitos T citotóxicos, T  helper e anticorpos. 
Uma vez que o gene alvo chega à célula e é expresso, se iniciam as etapas do 
processo pertinentes apenas às vacinas de DNA e não à terapia gênica, com a 
proteína alvo produzida (antígeno) interagindo com o sistema imune. É comumente 
aceito que existem três mecanismos através dos quais as vacinas de DNA geram 
resposta imune: (1) as células somáticas (miócitos e queratinócitos, por exemplo) 
são transfectadas com o plasmídeo e apresentam o antígeno através do MHC I para 
linfócitos T CD8+; (2) ocorre transfecção de células apresentadoras de antígenos 
profissionais (APC), como células dendríticas; (3) apresentação cruzada proveniente 
de células somáticas transfectadas que são fagocitadas por APCs (Li et al., 2012; 
Wirth et al., 2013). As APCs ainda podem processar antígenos liberados pelas 
células somáticas, levando também a uma apresentação via MHC II para linfócitos T 
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CD4+, que por sua vez pode ativar linfócitos B, resultando assim em uma resposta 
imune completa, conforme ilustrado na figura 1.3 (Gary et al., 2007; Kutzler and 
Weiner, 2008). 
    
Figura 1.3: Vacinas de DNA e o sistema imune. Representação das principais 
etapas envolvidas na ativação do sistema imune após a administração de uma 
vacina de DNA, adaptado de (Kutzler and Weiner, 2008; Mout et al., 2017).  
 
Além de segura, essa é uma abordagem que permite fácil manipulação, 
especialmente comparado ao elaborado processo de atenuação de patogenicidade 
e virulência enfrentado nas vacinas clássicas (M. A. Liu, 2003; Travis, 2015). As 
vantagens incluem, além da facilidade de manufatura, a simplicidade de esterilizar o 
produto, estabilidade de longo prazo no armazenamento, e fácil manipulação das 
sequências para criar variações (Kay, 2011; Okuda et al., 2014). Vacinas de DNA 
vão ao encontro da crescente necessidade por vacinas que ainda não foram bem 
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sucedidas, sendo atualmente amplamente estudadas como alternativa para doenças 
como AIDS ou malária. Após o recente surto do vírus Ebola em 2014, as vacinas de 
DNA estiveram em evidência como uma das estratégias vacinais mais seguras, 
gerando resultados promissores quanto à imunogenicidade e segurança (Hill et al., 
2016; Ohimain, 2016). Em um teste clínico de fase 1B reportado em 2015, foi 
observada produção de anticorpos e resposta imunológica específica de linfócitos T 
contra glicoproteínas do vírus ebola após inoculação de vacina de DNA, indicando 
mais uma vez que a administração de pDNA contendo genes de glicoproteínas virais 
desencadeia resposta celular e humoral (Kibuuka et al., 2015), sendo assim uma 
alternativa viável às vacinas clássicas. Estudadas desde 1992, as vacinas de DNA já 
se tornaram uma realidade do ponto de vista comercial, e até 2008 já haviam sido 
aprovados 4 produtos para uso veterinário (Kutzler and Weiner, 2008). Desde então, 
a lista de produtos aprovados cresceu no âmbito do uso veterinário, mas apesar dos 
quase 100 ensaios clínicos vigentes em 2008, nenhuma vacina para uso humano foi 
aprovada para comercialização até o momento (Kutzler and Weiner, 2008; Myhr, 
2017). A limitação, conforme observado nos ensaios com vacina de DNA para 
Dengue, parece ser a baixa internalização e expressão do plasmídeo vacinal (Porter 
and Raviprakash, 2015). Nesse contexto, a nanotecnologia pode ser ainda mais 
explorada no campo das vacinas, podendo ser aplicada para formular vetores de 
entrega que favoreçam o processamento do antígeno, bem como adjuvantes que 
estimulem a resposta imune (Zhao et al., 2014). 
 
Vetores de entrega 
 
Seja para ensaios de vacina de DNA ou para terapia gênica, a introdução de 
ácidos nucléicos exógenos é sempre um processo desafiante, uma vez que os 
organismos possuem mecanismos naturais de proteção para impedir que isso 
ocorra. Portanto, para mediar a entrega gênica é indispensável o uso de vetores que 
carreiem o ácido nucléico exógeno até o interior ou núcleo da célula. Somam-se 
obstáculos intra- e extracelulares para restringir a chegada dos genes ao núcleo, e 
um plasmídeo nu, por exemplo, tem uma meia vida estimada em 10 minutos após 
administração intravenosa (Kawabata et al., 1995), justificando assim a demanda por 
métodos de entrega.  Embora muitos métodos físicos estejam em desenvolvimento, 
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como eletroporação, sonoporação ou magnetofecção, estas técnicas são mais 
aplicáveis a pequenos animais que a humanos (Yin et al., 2014). Neste contexto, há 
duas classes de vetores que efetivamente carreiam o material genético terapêutico 
para dentro da célula: virais e não virais, que diferem substancialmente entre si. 
Os vetores virais são uma classe de vetores que utiliza vírus modificados para 
realizar a entrega gênica, dos quais se removem genes envolvidos na 
patogenicidade, mantendo os genes envolvidos na internalização (Baldo et al., 
2013). Uma vez que vírus evoluíram ao longo de milhões de anos para inserir 
material genético em células eucarióticas como parte de seu ciclo de replicação, são 
muito mais eficientes nesta função. Esta é a estratégia mais comumente utilizada, 
como se pode observar na figura 1.4.  Até mesmo na recém desenvolvida tecnologia 
de CRISPR/Cas9, por exemplo, os vetores virais rapidamente dominaram o cenário 
como carreadores (Blenke et al., 2016). Apesar de mais eficientes, há o risco de 
elicitarem respostas imunes, uma vez que, assim como os vírus evoluíram para 
infectar (transduzir) células eficientemente, paralelamente o sistema imune se 
desenvolveu para combater patógenos invasores (Nayak and Herzog, 2010). A 
imunidade pré-existente aos vírus que constituem o vetor, adquirida por imunização 
ou contato prévio com os vírus, pode ser problemática (Das et al., 2014). A resposta 
imunológica, que é diferente para cada tipo de vírus, pode levar a reações contra o 
vetor/gene inseridos que reduzam sua eficiência, ou até mesmo elimine as células 
transduzidas em um curto espaço de tempo (Nayak and Herzog, 2010). Além disso, 
há uma preocupação consistente com o risco de o vetor atenuado se recombinar 
com um selvagem e readquirir a capacidade replicativa (Baldo et al., 2013). 
Atualmente há 3 produtos aprovados pela EMA, no que é considerado por 
eles a categoria de “produtos de terapia gênica”: o Glybera®, o Strimvelis® e o 
Imlygic®, este último também aprovado pelo FDA, sendo todos baseados em 
vetores virais (Hanna et al., 2016). O Glybera®, precursor destas terapias gênicas 
comercializadas, não enfrentou entraves na aprovação por parte da EMA devido à 
toxicidade imunológica do vetor viral (Bryant et al., 2013), mas o custo de utilizar 
esta abordagem terapêutica bateu recordes e foi estimado em 1 milhão de dólares 
por paciente (Morrison, 2015), levantando assim uma questão adicional do quão 
custoso é produzir um vetor viral para terapia gênica. De maneira geral, os vetores 
virais podem ser integrativos, que inserem o gene no genoma da célula hospedeira 
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(como retrovírus e lentivirus), ou não integrativos (como adenovírus) (Das et al., 
2014). 
Já os vetores não virais são compostos por dois elementos básicos: o 
conteúdo genético (DNA, mRNA, miRNA, siRNA, shRNA, etc) e o constituinte de 
entrega. A principal vantagem desta classe de vetores é não conter contaminantes 
virais, não estimular imunidade, e não ter limitações ao tamanho ou à quantia de 
DNA entregue. Além disso, vetores não virais possuem um custo muito inferior aos 
virais (Jones et al., 2014).  
 
     
Figura 1.4: Os vetores de terapia gênica. Distribuição dos diferentes tipos de 
vetores utilizados em ensaios de terapia gênica. Somando-se lipofecção e pDNA nú 
conclui-se que os vetores não virais ainda correspondem a menos de 25% dos 
ensaios clínicos realizados. http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/ 
 
Para driblar a baixa eficiência que limita a aplicação in vivo, o DNA pode ser 
complexado a diferentes macromoléculas como polímeros, polissacarídeos, 
peptídeos, lipídeos catiônicos e nanopartículas (Kay, 2011; Won et al., 2011). 
Embora lipídeos e polímeros sejam os mais utilizados, polipeptídeos quiméricos com 
domínios selecionados podem ser igualmente ou mais promissores.  
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No âmbito da entrega de drogas, os sistemas de entrega (lipídeos, polímeros, 
proteicos, oligossacarídicos, ou outros) permitem direcionar as drogas para seus 
alvos, evitando assim os efeitos sistêmicos indesejáveis e permitindo a utilização de 
doses mais altas que, sem direcionamento, levariam a elevada toxicidade. Podem 
ainda permitir que a droga alcance um perfil de biodistribuição mais adequado que 
eleve sua eficiência (MaHam et al., 2009).  
 
Proteínas modulares 
 
Desde o início dos anos 1980, proteínas recombinantes vêm sendo utilizadas 
em abordagens terapêuticas, o que se iniciou com a aprovação pelo FDA do uso de 
insulina humana recombinante para diabetes mellitus (Brambilla and Rossi, 2017; 
Goeddel et al., 1979). No contexto da entrega gênica, as proteínas podem ser 
consideradas o material mais conveniente para mimetizar os vírus, uma vez que são 
de fato as responsáveis pelas funções biológicas e conferem especificidade às 
interações moleculares, sendo ainda totalmente biocompatíveis (Unzueta et al., 
2015).   
Mas uma vez que os obstáculos à entrega são tantos, e as proteínas são por 
sua vez passíveis de serem combinadas para adereçar diferentes etapas da 
entrada, emergiu o conceito de proteínas modulares, que incorporam diferente 
funções e são uma estratégia altamente promissora e versátil (Arıś and Villaverde, 
2004). Embora historicamente o repertório de proteínas disponíveis para utilização 
nesse contexto fossem apenas aquelas naturais, atualmente as opções aumentaram 
drasticamente, incluindo peptídeos desenvolvidos por estratégias de bioinformática, 
através de seleção em larga escala ou até sequências naturais resignificadas, cujas 
funcionalidades foram reinterpretadas, resultando assim em um amplo espectro de 
sequências que podem ser combinadas como módulos segundo o propósito 
desejado (DiMarco and Heilshorn, 2012). Estes módulos, também chamados 
“building blocks”, podem ser montados para serem produzidos em fábricas celulares 
como Escherichia coli ou células eucariotas, formando nanopartículas eficientes para 
carrear genes ou drogas que são então produzidos com um custo acessível e de 
maneira relativamente fácil (Vazquez and Villaverde, 2010). Em algumas áreas, 
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como o desenvolvimento de terapias para o câncer, as proteínas modulares são 
consideradas cada vez mais promissoras (Vazquez and Ferrer-Miralles, 2009).  
A aplicação de nanopartículas proteicas para a entrega de drogas, por 
exemplo, representa a possibilidade de utilizar um sistema ideal, que alia 
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (MaHam et al., 2009). De 
maneira geral, proteínas são especialmente promissoras por poderem ser 
modificadas para agir como vetores de entrega gênica, de drogas, ou para atuarem 
elas próprias como drogas, sendo assim extremamente versáteis (Domingo-Espn et 
al., 2011). 
 
Barreiras intracelulares à entrega gênica 
 
Uma vez que vetores não virais não são naturalmente especializados em se 
esquivar das defesas dos organismos contra genes exógenos, faz-se necessário 
compreender os obstáculos enfrentados por tais vetores, ainda que a  trajetória de 
um vetor in vivo se inicie muito antes da chegada ao seu alvo, com diferentes 
vetores se dirigindo a diferentes partes da célula e por isso enfrentando obstáculos 
específicos, como observamos na figura 1.5.  
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Figura 1.5: Diferentes barreiras para cada vetor. Resumo da trajetória de 
diferentes tipos de material genéticos desde a injeção sistêmica até seu alvo na 
célula. Adaptado de (Yin et al., 2014). 
 
Já foi constatado em diversos estudos que ainda que muitos vetores 
interajam eficientemente com as células alvo, isso não se traduz em elevada 
expressão do transgene, destacando então que os obstáculos enfrentados pelos 
vetores quando já dentro da célula são de suma importância (Medina-Kauwe et al., 
2005). As etapas intracelulares do tráfego do transgene constituem múltiplos 
desafios, cada um com suas características particulares. O processo se inicia pela 
adesão à membrana, que pode ser através de receptores específicos ou ser uma 
interação eletrostática do pDNA e seu carreador com a membrana celular, que é 
negativamente carregada. Ocorre então a entrada na célula, que pode se dar por 
diversos mecanismos, sendo a endocitose o mais frequentemente observado, ainda 
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que este processo seja mais volúvel do que inicialmente predito, podendo variar 
para um mesmo tipo de vetor diante de diferentes condições.  
Após a internalização por endocitose e vias correlatas o pDNA é muitas vezes 
retido no endossomo, do qual deve escapar antes que ocorra fusão da vesícula com 
o lisossomo, o qual promove degradação por acidificação do compartimento e 
atuação de nucleases. O escape endossomal é uma etapa de extrema importância e 
que amiúde é responsável por reduzir drasticamente a eficiência de entrega. No 
citosol, o DNA deve ser transportado para as proximidades do núcleo, sendo a 
seguir translocado para o interior. No núcleo, o gene exógeno será transcrito em 
mRNA, sendo então exportado para o citoplasma e traduzido, sendo esta etapa 
bastante menos eficiente para células com baixa taxa de divisão, onde o envelope 
nuclear se mantém íntegro. Todas estas etapas estão resumidamente ilustradas na 
Figura 1.6 (Cleal et al., 2013; Medina-Kauwe et al., 2005; Ruponen et al., 2009; 
Vazquez et al., 2008; Wiethoff and Middaugh, 2003; Yin et al., 2014).  
 
 
Figura 1.6: Principais etapas e barreiras à expressão gênica durante o tráfego de 
vetores de pDNA: (1) degradação por nucleases extracelulares; (2) entrada na 
célula; (3) endocitose; (4) degradação no endossoma vs escape; (5) degradação por 
nucleases citosólicas (6) entrada no núcleo; (7) transcrição; (8) exportação do mRNA 
(9) tradução. 
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Embora sugira-se que o escape endossomal possa ocorrer através de 
interação direta da membrana negativamente carregada com as cargas positivas de 
adjuvantes catiônicos, a hipótese mais aceita é a “esponja de prótons”. Membranas 
endossomais possuem ATPases que transportam ativamente prótons do citosol para 
o interior da vesícula, resultando em acidificação do compartimento (Lo and Wang, 
2008). Assim sendo, peptídeos ou proteínas contendo muitos resíduos de histidina 
são capazes de tamponar o pH interno da vesícula através da protonação de grupos 
imidazol, obrigando assim a ATPase a transportar ainda mais prótons para atingir o 
pH ácido. O acúmulo de prótons na vesícula resulta no influxo de íons, o que causa 
um inchaço osmótico, levando assim ao rompimento da membrana endossomal 
(Behr, 1997; Canine et al., 2008). O escape endossomal é uma etapa de grande 
relevância, sendo necessária até mesmo para vetores internalizados por 
eletrotransfecção, cuja trajetória intracelular envolve o tráfego em endossomos, ao 
contrário do que se poderia imaginar (Cervia et al., 2017). 
Do ponto de vista das características físico-químicas do vetor de entrega, um 
fator determinantemente para a eficiência de internalização é o tamanho da 
partícula, sendo a internalização considerada ótima para partículas esféricas rígidas 
com diâmetros entre 30 e 50 nm (Albanese et al., 2012; Jiang et al., 2008), não 
obstante a eficiência máxima in vivo seja encontrada para partículas esféricas com 
100 a 200 nm, uma vez que nesta faixa as nanopartículas são grandes demais para 
serem degradadas no fígado e pequenas demais para serem filtradas pelo baço 
(Petros and DeSimone, 2010). A carga da partícula é outro fator determinante, uma 
vez que a repulsão eletrostática entre pDNA e a superfície celular, ambos 
carregados negativamente, é um fator limitante à entrada na célula (Pathak et al., 
2009). Finalmente, é sabido que o pDNA deve ser liberado (dissociado) de seu 
carreador para ser transcrito, mas uma dissociação prematura pode prejudicar o 
desempenho do vetor, uma vez que o empacotamento protege o pDNA da 
degradação (Pathak et al., 2009). No caso da entrega de drogas, as características 
físico-químicas podem determinar o perfil de biodistribuição de uma substancia, 
favorecendo ou não o efeito de direcionamento pretendido segundo os obstáculos a 
que nanopartículas de diferentes tamanhos estão sujeitas (Gaumet et al., 2008). 
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Tráfego intracelular, a rede de microtúbulos e as dineínas 
 
É sabido que o tráfego intracelular é uma etapa limitante da entrega gênica, 
sendo o ataque de nucleases citosólicas diretamente proporcional ao tempo de 
residência do pDNA neste ambiente. Ao contrário do que é frequentemente aceito, o 
escape endossomal não é o último entrave antes do pDNA chegar ao núcleo. 
Fragmentos de DNA de 2000 pb possuem uma velocidade de difusão no citoplasma 
quase nula, indicando que o ambiente congestionado do citoplasma é também um 
obstáculo crucial para atingir elevada eficiência (Lukacs et al., 2000). 
Na tentativa de mimetizar as funções virais que aumentam sua eficiência, a 
rede de microtúbulos desponta como uma alternativa promissora (Mastrobattista et 
al., 2006; Toledo et al., 2012). Diversos estudos já indicaram que vetores virais 
possuem a capacidade natural de explorar a rede de microtúbulos para chegar ao 
núcleo, inclusive o herpes vírus, que interage diretamente com as cadeias leve Rp3 
e TcTex de Dineína (Douglas, 2004). A interação com a rede de microtúbulos já foi 
também evidenciada para citomegalovírus humano, HIV, adeno virus, papiloma 
virus, poliovirus, parvovirus, simian vírus 40, influenza virus, hepatite B virus, 
radinovirus, vírus da peste suína africana, spumavirus humano, entre outros em uma 
lista que apenas cresce, ressaltando a relevância e disseminação desta estratégia 
entre diferentes tipos de vírus (Brice and Moseley, 2013; Dodding and Way, 2011; 
Döhner et al., 2005; S.-L. Liu et al., 2014; Momose et al., 2007; Zhang et al., 2011).  
Os microtúbulos (MTs) são filamentos polarizados do citoesqueleto formados 
por heterodímeros igualmente orientados de α e ß-tubulina, e também proteínas 
associadas ao MT (Döhner et al., 2005).  Sua extensa rede é utilizada para o 
transporte de uma variedade de cargas (organelas membranosas e proteínas) para 
regiões celulares específicas, a uma velocidade relativamente alta, em torno 1µm/s 
(Apodaca, 2001). Enquanto as kinesinas são proteínas motoras que trafegam em 
direção à periferia da célula (extremidade +), são as dineínas citoplasmáticas as 
responsáveis pelo transporte intracelular de cargas pela rede de MTs no sentido da 
periferia para o centro de organização de microtúbulos/centrossoma (extremidade -) 
(Tzfira, 2006), localizado próximo ao núcleo de células não polarizadas. A proteína 
motora dineína está representada na figura 1.7. 
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Figura 1.7: A dineína. Representação esquemática da dineína ilustrando alguns de 
seus principais componentes. Adaptado de (Roberts et al., 2013; Stokin and 
Goldstein, 2006).  
 
As dineínas são complexos proteicos (20S) constituídos por duas cadeias 
pesadas (CP, ~530 kDa), duas cadeias intermediárias (CI, ~74 kDa), algumas 
cadeias leves intermediárias (CLI, 52-61 kDa), e várias cadeias leves (CL, 10-25 
kDa) (Döhner et al., 2005; Holzbaur and Vallee, 1994; Roberts et al., 2013). As 
cadeias pesadas são responsáveis pela ligação ao MT, hidrólise de ATP e 
movimento, enquanto as cadeias CI, CLI e CL são responsáveis pela ligação às 
cargas e regulação da atividade motora. Variações na composição das subunidades 
de ligação (CL e CLI) acarretam interações com diferentes tipos de cargas (Döhner 
et al., 2005), e as funcionalidades deste complexo proteico são controladas por 
fatores reguladores e pela dinactina (Brice and Moseley, 2013). A dineína atua como 
dímero funcional e se desloca de maneira preferencialmente unidirecional pelos 
microtúbulos, sofrendo modificações conformacionais no processo que adquire um 
padrão similar a uma caminhada, e que difere em vários aspectos dos outros 
motores moleculares, inclusive na maior predisposição a reverter o movimento na 
direção oposta (Bhabha et al., 2015). 
 
 As cadeias leves da família TcTex/Rp3 
 
Uma vez que são as cadeias leves que interagem com a carga a ser 
transportada pelo complexo dineína, este grupo de proteínas desperta especial 
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interesse, e estão divididas nas famílias LC8, TcTex/Rp3 e LC7/roadblock. A Rp3 
pertence à família TcTex, com a qual apresenta elevada identidade (55%) e 
similaridade (75%) (Tai et al., 1999). A TcTex de Drosophila possui estrutura já 
resolvida, a qual é bastante conservada em muitas espécies e cuja estrutura 
terciária e quaternária são bastante similares ao da LC8 em diversas regiões, apesar 
das sequências não possuírem tanta similaridade entre si (Williams, 2005). O dímero 
de Rp3, por sua vez, também adquire conformação similar à TcTex (Toledo et al., 
2014). A TcTex e a Rp3 apresentam afinidade por diferentes moléculas carreadas 
pelo complexo dineína, indicando que as duas cadeias leves estão envolvidas em 
diferentes funções do complexo motor (Tai et al., 1999). É digno de nota que, em 
células epiteliais polarizadas de rim canino Madin-Darby, foi demonstrado que as 
cadeias leves Rp3 e TcTex competem pela mesma cadeia intermediária no 
complexo dineína, uma vez que há apenas um sitio para a família TcTex, porém a 
superexpressão de Rp3 foi capaz de deslocar cadeias TcTex do mesmo, indicando 
assim que alterações na proporção Rp3:Tctex-1 resultam na alteração da 
composição das cadeias leves e, por consequência, a especificidade das cargas às 
quais o complexo se liga (Tai et al., 2001).  
As cadeias leves de dineína não se encontram apenas associadas ao 
complexo motor, podendo ser observadas livres no citoplasma, sugerindo assim 
uma função independente. A Rp3, por exemplo, foi reportada no núcleo onde 
funciona como um modulador transcricional e, possivelmente, um cofator de SATB-1 
(nuclear matrix binding transcription factor), promovendo a supressão de diversos 
genes (Yeh, 2005). As cadeias leves de dineína podem ser modificadas para realizar 
entrega gênica, pela adição de domínios de ligação ao DNA, retendo a capacidade 
de interagir com as cadeias intermediárias in vitro ao mesmo tempo em que atinge 
elevadas taxas de transfecção em células HeLa (Toledo et al., 2014). A cadeia leve 
de dineína LC8, por exemplo, foi modificada por nosso grupo e foi capaz de 
transfectar células HeLa com uma eficiência 30 vezes maior que a proteína nuclear 
protamina (Toledo et al., 2012).  
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TAT e os peptídeos membrano-ativos 
 
Em 1988 foi descoberto que a proteína TAT (Transativador de transcrição) de 
HIV era capaz de ser internalizada em células em cultura, promovendo a entrada da 
mesma até o núcleo, o que foi descrito independentemente por dois grupos 
diferentes (FRANKEL and PABO, 1988; Green and Loewenstein, 1988). A isso se 
seguiu a observação de que o fator de transcrição Antennapedia de Drosophila 
podia atravessar membranas intactas (Joliot et al., 1991), o que era mediado por 
uma fragmento pequeno desta proteína (Derossi et al., 1994). A capacidade de 
entregar material genético atravessando membranas intactas despertou o interesse 
da comunidade científica por seu potencial de atuar como carreador de ácidos 
nucleicos para dentro das células, e deu origem ao conceito de peptídeos 
membrano-ativos (CPP – cell penetrating peptides) (Said Hassane et al., 2009). 
Trata-se de uma classe de compostos hoje amplamente estudada, embora a TAT e 
a Antennapedia (também chamada penetratina) ainda sejam os mais utilizados (Said 
Hassane et al., 2009). São amplamente usados na entrega de moléculas bioativas, 
especialmente na entrega gênica, e devido a sua composição rica em argininas e 
lisinas, são positivamente carregados e possuem um efeito adicional de condensar a 
partícula formada com o pDNA, que é negativamente carregado (Saccardo et al., 
2009; Yamano et al., 2014). 
Embora a TAT seja uma proteína de 86 aminoácidos envolvida na replicação 
viral, foi descoberto que uma pequena região de apenas onze aminoácidos 
(YGRKKRRQRRR) corresponde ao peptídeo capaz de promover a internalização, 
mesmo a 4˚C (VIVES et al., 1997). Este peptídeo é capaz de condensar o DNA e 
carreá-lo, tanto através da membrana plasmática, quanto nuclear, provavelmente 
devido ao fato de ser rico em argininas (Won et al., 2011). (Lo and Wang, 2008) 
reportaram que a adição de resíduos de histidina e cisteína ao peptídeo original de 
TAT promoveu um aumento de 7000 vezes na eficiência de transfecção, tornando 
esta versão modificada de TAT ainda mais promissora. O TAT possui ainda a 
capacidade de penetrar a membrana nuclear, com uma cinética mais rápida que 
sinais de localização nucleares, e por uma via distinta destes (Nitin et al., 2009), 
sendo que, ao contrário da penetratina, não elicita resposta imune inata  (Moschos 
et al., 2007).  
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No contexto de entrega de drogas, o TAT é frequentemente usado como 
carreador para promover a internalização de proteínas, tendo ainda inspirado o 
desenvolvimento de peptídeos sintéticos ricos em argininas que são utilizados com o 
mesmo fim (Al-Taei et al., 2006; BROOKS et al., 2005). No entanto, mais 
recentemente sua baixa especificidade e direcionamento se tornaram uma 
preocupação no âmbito da entrega de drogas,  orientando concomitantemente a um 
interesse em peptídeos dotados de maior capacidade de direcionamento (Lee et al., 
2014; Vivès et al., 2008). 
A via de entrada de TAT nas células foi e ainda é alvo de extensa discussão 
uma vez que os resultados são por vezes contraditórios quanto à dependência de 
endocitose para entrada na célula, ao que se soma o fato de que a carga carreada 
para dentro das células varia muito entre os estudos, podendo ser desde moléculas 
de apenas alguns Daltons, até partículas de 200 nm (Brooks et al., 2005). É válido 
recordar que a endocitose compreende a fagocitose e a pinocitose, a qual por sua 
vez compreende a macropinocitose e a endocitose mediada por receptor (como, por 
exemplo, a endocitose mediada por clatrina, por caveola, e outras). Quanto à 
translocação direta, diversos mecanismos foram propostos. O modelo da micela 
invertida considera que os CPPs positivamente carregados interagem com as 
cabeças negativamente carregadas dos fosfolipídeos de membrana, gerando uma 
reorganização da membrana que aprisiona o CPP em uma micela invertida dentro 
da membrana de onde é liberado para o citosol. O modelo do poro conta com o 
envolvimento da estruturas de α-hélice dos CPPs, enquanto o modelo de carpete 
requer o recobrimento da membrane pelos CPPs negativamente carregados que em 
elevadas concentrações perturbam a membrane (Shin et al., 2013). Um resumo das 
estratégias de internalização utilizadas por CPPs pode ser encontrado na figura 1.8. 
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Figura 1.8: A internalização de CPPs. Representação dos principais mecanismos 
envolvidos na internalização de CPPs, divididos entre mecanismos de internalização 
dependente de ATP (endocitose) e os principais mecanismos de translocação direta. 
[Adaptado de (Koren and Torchilin, 2012; Kristensen et al., 2016)]  
 
A internalização por vias independentes de ATP, por exemplo, foi confirmada 
e refutada em diversos estudos, e hoje se sabe que o mecanismo de entrada 
depende de muitos fatores, como características da substância carreada (tamanho e 
carga), características do peptídeo de TAT em cada contexto (forma, carga, 
hidrofobicidade) e das condições experimentais (concentração de peptídeo, 
temperatura, tipo celular, meio de cultivo) (Le Zou et al., 2016). Com o 
desenvolvimento de novas técnicas, como cell sorting ativado por fluorescência, foi 
detectada alguma inibição da entrada a 4˚C e com drogas que afetam a energia 
disponível nas células, indicando que o mecanismo principal pode, sim, ser 
dependente de energia (Le Zou et al., 2016). Em um estudo bastante amplo, se 
propõe a existência de dois mecanismos diferentes ao invés de apenas um: uma via 
principal através de endocitose ativa e, paralelamente, uma fração de entrada 
independente de temperatura, de modo que a temperatura determina uma 
transformação gradual que culmina na prevalência de um mecanismo ou do outro 
(Ben-Dov and Korenstein, 2015). Em um estudo feito com outro CPP (uma 
octaarginina) foi encontrado efeito similar nas imagens de microscopia, com a 
distribuição intracelular passando de difusa no citoplasma a 4˚C para um acúmulo 
em vesículas a 37˚C, o que dá respaldo à existência de duas vias diferentes para um 
mesmo CPP em diferentes condições (Fretz et al., 2007).  
  Apesar do mecanismo de entrada ainda não estar totalmente elucidado, 
CPPs têm sido utilizados em muitos ensaios pré-clínicos e também em muitos 
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ensaios clínicos, para aplicações que variam de câncer a dor, passando por 
psoríase, distrofia muscular e perda auditiva. Embora ainda enfrentem obstáculos 
devido à sua baixa especificidade de internalização e curta meia vida, há vários 
ensaios clínicos ainda vigentes e sempre com respaldo de grandes empresas 
farmacêuticas (Brambilla and Rossi, 2017). 
 
 
Objetivos gerais 
 
- Desenvolvimento de proteínas modulares recombinantes para atuar como 
vetores de entrega de genes e drogas; 
- Contribuir para um melhor conhecimento dos mecanismos de entrada de 
transgenes nas células e transporte intracelular através do citoplasma, 
especialmente no que diz respeito ao uso de proteínas recombinantes 
especificamente desenhadas para esse fim; 
- Avaliação do desempenho dos vetores proteicos, in vitro e in vivo; 
- Caracterização de proteínas modulares ricas em argininas no contexto de 
entrega de drogas. 
 
Objetivos específicos 
 
- Clonagem e expressão em E. coli, e purificação de proteínas recombinantes 
para atuarem como transportadoras, baseadas na cadeia leve de dineína 
Rp3;  
- Caracterização in vitro da interação entre as proteínas de fusão e o DNA 
plasmidial ou RNAi, avaliando as características físico-químicas do complexo 
formado; 
- Ensaios de transfecção em células de mamíferos para avaliar a eficiência de 
entrega gênica através da expressão do gene repórter;  
- Estudo do tráfego intracelular através de técnicas de microscopia confocal; 
- Avaliação in vivo do desempenho do vetor desenvolvido para entrega gênica 
me modelo de vacina de DNA; 
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- Caracterização in vitro de proteínas modelo baseadas em peptídeos sintéticos 
para ensaios de entrega de drogas.  
 
 
 
Figura 1.9: A entrada na célula. Ilustração das etapas de complexação, entrada na 
célula e tráfego intracelular esperadas de um vetor baseado em cadeias leves de 
dineína. O complexo formado entre o pDNA e a proteína recombinante deve entrar 
na célula e ser capaz de ser transportado através da rede de microtúbulos para o 
centrossoma mesmo quando fora de vesículas, através de interação direta com o 
motor molecular dineína (Favaro et al., 2014).  
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Highlights 
- Modular recombinant proteins are promising tools for non-viral gene delivery 
- pDNA:T-Rp3 complexes interact in vitro with the dynein intermediate chain 
- T-Rp3 efficiently delivers pDNA to HeLa cells with low cytotoxicity 
- Transfection is highly dependent on microtubule polarization 
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Abstract 
 
Gene therapy and DNA vaccination trials are limited by the lack of gene delivery 
vectors that combine efficiency and safety. Hence, the development of modular 
recombinant proteins able to mimic mechanisms used by viruses for intracellular 
trafficking and nuclear delivery is an important strategy. We designed a modular 
protein (named T-Rp3) composed of the recombinant human dynein light chain Rp3 
fused to an N-terminal DNA-binding domain and a C-terminal membrane active 
peptide, TAT. The T-Rp3 protein was successfully expressed in E. coli and interacted 
with the dynein intermediate chain in vitro. It was also proven to efficiently interact 
and condense plasmid DNA, forming a stable, small (~100 nm) and positively 
charged (+28.6 mV) complex. Transfection of HeLa cells using T-Rp3 revealed that 
the vector is highly dependent on microtubule polarization, being 400 times more 
efficient than protamine, and only 13 times less efficient than Lipofectamine 2000TM, 
but with a lower cytotoxicity. Confocal laser scanning microcopy studies revealed 
perinuclear accumulation of the vector, most likely as a result of transport via 
microtubules. This study contributes to the development of more efficient and less 
cytotoxic proteins for non-viral gene delivery. 
Keywords: gene delivery; non-viral protein vectors; dynein light chain Rp3; TAT. 
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1. Introduction 
 
 Gene therapy can be defined as the introduction of nucleic acids into cells with 
the goal of altering gene expression to prevent, halt or reverse a pathological process 
(Kay, 2011). Despite the great potential of these new therapies, gene therapy still 
faces major challenges because DNA requires a vector to protect and to transport it 
into the cell. An ideal vector should be safe, efficient and stable. However, finding 
such a vector remains a major challenge (Ganta et al., 2008; Ruponen et al., 2009). 
Viral vectors, biological carriers that have naturally evolved to transfer genetic 
materials into host cells (Lv et al., 2006), are efficient, although they are associated 
with several adverse effects ranging from inflammation to death, raising doubts about 
their safety (Edelstein et al., 2007; Vázquez et al., 2008). Non-viral vectors are less 
efficient but are considered to be safer, are cheaper to produce and have no 
limitations on the size of the DNA sequence delivered (Kay, 2011).  
 DNA delivery systems must overcome multiple extra- and intracellular barriers 
before reaching the nucleus. These barriers include binding to the cell surface, cell 
entry/endocytosis, endosomal escape, evasion of cytosolic nucleases and nuclear 
entry (Azzoni et al., 2007; Medina-Kauwe et al., 2005; Ruponen et al., 2009). One 
important obstacle that is often neglected in strategies that mimic viral trafficking is 
transport throughout the cytoplasm. Plasmid DNA cannot depend solely on diffusion 
during trafficking to the nucleus. Microinjection studies have demonstrated that naked 
pDNA larger than 2000 bp diffuses poorly if at all in the cytoplasm (Douglas, 2004; 
Lukacs et al., 2000; Suh et al., 2003). Additionally, free pDNA in the cytosol is rapidly 
degraded by endonucleases (Mastrobattista et al., 2006). Therefore, it has been 
suggested that dyneins may serve to improve the transport of pDNA towards the 
minus-end of microtubules (MT), which are usually located close to the cell nucleus 
(Döhner et al., 2005; Mesika et al., 2005; Moseley et al., 2010; Tzfira, 2006). Dynein 
is a multi-subunit protein complex formed by two dynein heavy chains (~530 kDa, 
responsible for ATP hydrolysis and binding to microtubules), two dynein intermediate 
chains (~74 kDa), several dynein light intermediate chains (~52-61 kDa) and a 
number of dynein light chains (LC; ~10-25kDa). The dynein light chains are from the 
LC8, TcTex/Rp3 and LC7/roadblock families and are responsible for cargo binding 
and the regulation of motor activity (Döhner et al., 2005; Holzbaur and Vallee, 1994). 
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Many viruses exploit microtubules via dynein motors to translocate to the 
nuclear periphery. For example, the herpes simplex virus type 1 binds to the dynein 
light chains Rp3 and TcTex1 to reach the nucleus (Dodding and Way, 2011; 
Douglas, 2004; Medina-Kauwe et al., 2005). The relevance of the microtubule 
network to the transport of pDNA complexes has been demonstrated (Suh et al., 
2003), and the protein p53 also exploits this machinery to accumulate in the nucleus 
(Lo, 2004). Recently, Moseley et al. (2010) demonstrated that dynein light chain 
association sequences enhance the nuclear accumulation of exogenous proteins by 
exploring the MT network. 
Our group recently demonstrated that the dynein light chain LC8 can be 
modified by inserting a synthetic DNA-binding motif while still maintaining the ability 
to interact in vitro with the dynein intermediate chain (Ferrer-Miralles et al., 2008; 
Toledo et al., 2012), forming positive particles that efficiently transfect HeLa cells in 
vitro. This process is dependent on MT transport and is minimally cytotoxic. We have 
also characterized the human dynein light chain Rp3 and shown that the simple 
addition of a DNA binding sequence transforms this dynein light chain into a 
promising gene delivery vector (Toledo et al., 2013). The human Rp3 has a 
molecular mass of approximately 13 kDa and is a member of the Tctex dynein light 
chain family. It exists in homodimeric and heterodimeric forms and is associated with 
Tctex1, although the heterodimer form is unable to bind to the dynein intermediate 
chain (King, 2000).  
Here, recombinant Rp3 was fused to a N-terminal DNA binding domain and to 
the C-terminal TAT sequence, a cell penetrating peptide (CPP) (Azzoni et al., 2007; 
Won et al., 2011), to form a novel protein named T-Rp3. Cell penetrating peptides 
are also known as protein transduction domains (PTDs) and are usually short 
peptides that are rich in basic amino acids (Said Hassane et al., 2009). These 
peptides originate from proteins that are naturally capable of crossing membranes 
and have been used to study the delivery of bioactive molecules, including nucleic 
acids (Yamano et al., 2011). The better-known CPP is represented by TAT, an 
arginine-rich peptide derived from HIV-1 trans-activator protein (Won et al., 2011). 
The mechanism of TAT entry into the cell is the subject of some debate, but entry 
has been shown to be concentration and cell type-dependent (Ferrer-Miralles et al., 
2008; Gump and Dowdy, 2007; Moschos et al., 2007). TAT is also promising for 
gene delivery because it has the additional ability of entering the cell nucleus with 
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much faster kinetics than nuclear import mediated by the nuclear localization signal 
(NLS) (Nitin et al., 2009). In resume, this work presents a step forward on the 
development of modular proteins for non-viral gene delivery based on dynein light 
chains. Besides the inclusion of a new domain on the Rp3 protein, the TAT cell 
penetrating peptide, we could better characterize and evaluate the pDNA-protein 
complexes, transfection efficiency and cellular uptake of the non-viral particles, 
adding new information to the development of non-viral gene delivery vectors based 
on modular proteins. 
 
2. Material and Methods 
 
2.1. Plasmid DNA vector 
 
The plasmid DNA used in this study was previously described by Toledo et al. 
(2012). Named pVAX1-Luc, the plasmid was constructed by replacing the GFP-
encoding sequence of the pVAX1-GFP plasmid (Azzoni et al., 2007) with the 
luciferase gene sequence obtained from the pGL3-Luc control vector (Promega). 
Purification of the pVAX1-Luc plasmid used in all transfection studies was performed 
as described by Freitas et al. (2007). 
 
2.2. Recombinant protein expression and purification 
 
The TAT DNA sequence was cloned into the pET28a expression vector 
(Merck). The TAT sequence was synthesized as two complementary single 
oligonucleotide strands containing the amino acid sequence YGRKKRRQRRR (Nitin 
et al., 2009) optimized for expression in E. coli. The complementary sequences were 
annealed and phosphorylated prior to cloning in pET28a, which was previously 
digested with EcoRI and XhoI. The vectors were then transformed into E. coli strains. 
The fusion protein DNA-binding domain WRRRGFGRRR (named DNAb4) was 
previously designed by Toledo et al. (2012) for peptide and protein domains with high 
DNA binding and condensing capacity. The DNAb4 domain was fused to the Rp3 
sequence amplified from HeLa cell cDNA as described previously (Toledo et al., 
2012). The Rp3 protein sequence containing the DNA-binding sequence was 
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amplified and inserted in the pET28a plasmid encoding the TAT sequence described 
above using specific primers (forward: 5´-
GATAATGCTAGCTGGCGTCGCCGTGGTTTTG-3’ and reverse: 5´-
GCAAGCCTTAAGAAGAACAATAGCAATGGCAA-3´). The fragment was cloned into 
the pET28a vector (Merck) using the NheI and EcoRI restriction sites. The resulting 
fusion protein (DNAb4-Rp3-TAT) is named T-Rp3 (Fig. 1). 
The recombinant T-Rp3 was expressed in E.coli BL21(DE3). Briefly, cells 
were grown in 1 L of LB media at 37ºC with shaking at 300 rpm until an optical 
density of 0.8 AU was reached (measured at 600 nm). Protein expression was 
induced with 5.6 mM lactose for an additional 20 hours at 28ºC and shaking at 200 
rpm. After centrifugation, the cell pellet was resuspended in 50 mM Tris (pH 7.0), 1 M 
NaCl, 0.1 mM EDTA, 15 mM β-mercaptoethanol and 1 mM PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride). Cell lysis was achieved by sonication and the lysate 
was clarified by centrifugation (12,000g for 20 min). The T-Rp3 in the clarified lysate 
was purified by a single Ni-NTA affinity chromatography step and eluted using an 
imidazole gradient in suspension buffer. The protein was then dialyzed in 40 mM 
HEPES buffer (pH 7.3), a condition that favored protein stability. 
 
2.3. In vitro interaction of T-Rp3 with the dynein intermediate chain 
 
To assess the interaction of the recombinant T-Rp3 with the dynein complex, 
we expressed and purified the N-terminus (first 300 amino acids) of the human 
dynein intermediate chain DYNIC2, isoform C, according to the protocol described by 
Toledo et al. (2012). The purified protein was subsequently immobilized in CNBr-
activated Sepharose resin (GE Healthcare) following the manufacturer’s protocol. 
The resin was packed into a one-milliliter gravity column (Bio-rad). The protein 
solution loaded onto the resin was composed of an equimolar mixture of T-Rp3 and 
Lc8 in 40 mM Hepes buffer (pH 7.3). The Lc8 intermediate chain was produced as 
previously described (Toledo et al., 2012). The inclusion of Lc8 was based on the 
premise that the presence of one light chain enhances the affinity of a second light 
chain to the dynein intermediate chain (Makokha et al., 2002; Hall et al., 2009). The 
washing step was conducted using adsorption buffer and elution was performed with 
an increasing concentration of salt (0.1, 0.5 and 1.0 M NaCl). A final desorption step 
was performed at pH 3.0. The pH of the latter elution fractions was immediately 
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raised using Tris buffer (pH 9.0). Finally, the protein profiles of the collected fractions 
were analyzed by SDS-PAGE.  
 
2.4. Evaluation of pDNA-protein interaction by gel retardation assay 
 
To evaluate the ability of T-Rp3 and protamine to interact and condense 
pDNA, we performed a gel retardation assay. Proteins were dialyzed in 40 mM 
HEPES (pH 7.3) and incubated with 1 µg of pVAX1-Luc vector (previously in PBS) at 
different pDNA:protein molar ratios (1:100, 1:200, 1:500, 1:1000, 1:4000 and 1:8000) 
in a final volume of 50 µL. Protamine sulfate powder was resuspended in PBS. The 
samples were incubated at room temperature for one hour, followed by the addition 
of 50 µL of non-supplemented F-12 media and an additional incubation for 20 min. 
Samples were run on a 0.8% agarose gel and visualized by ethidium bromide 
staining.   
 
2.5. Zeta potential and dynamic light scattering assays 
 
Zeta potential measurements were performed to comparatively evaluate the 
surface charge of complexes formed by pDNA:T-Rp3 at different molar ratios. 
Complexes were formed as previously described for the gel retardation assay, but 
without adding F-12 media. Each sample was measured six times using the Malvern 
Zetasizer Nano ZS (Malvern). The average hydrodynamic diameter and size 
distribution (number-weighted) of the complexes were measured via the dynamic 
light scattering (DLS) as described by Toledo et al. (2012). The pDNA:T-Rp3 
complexes were measured at a molar ratio of 1:8000. Complexes were formed with 1 
µg of pDNA and the corresponding amount of protein in a final volume of 800 µL. 
Each sample was subjected to multiple readings in a 60-min period.  
 
2.6. Culture and transfection of HeLa cells 
HeLa cells were grown in a F-12 (Ham) nutrient mixture (Gibco) containing 
10% (v/v) fetal bovine serum (growth medium, Gibco). The cells were cultured in 75 
cm2 culture flasks and incubated in a 5% CO2 humidified environment at 37ºC. 
Following growth to confluence, cells were trypsinized and seeded in 24-well culture 
plates (5 x 104 cells per well). The cells were incubated for 48 hours (to 70% 
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confluence) and then transfected with pDNA:protein complexes formed as described 
previously for gel retardation assays, using the same molar ratios. When indicated, 
transfection was carried out using the Lipofectamine 2000TM reagent (Invitrogen) 
according to the manufacturer’s instructions (1 µg pDNA plus 1.5 µL reagent in 100 
µL of medium per well) or protamine sulfate (Sigma Aldrich, Germany). All 
transfections were carried out in the presence of serum. The medium containing the 
transfection solution remained on the transfected cells for 6 hours and was then 
replaced with fresh growth medium. Cells were collected 24 hours post-transfection 
and luciferase activity was determined by utilizing the Luciferase Assay System 
(Promega) according to the manufacturer’s instructions. Luminescence intensity was 
normalized against the protein concentration in each transfection sample, determined 
by the Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). We used Lipofectamine 
2000TM as a control because it is regarded as an effective and fast-acting transfection 
agent. The transfections assays were performed as three independent replicates 
(experiments performed independently), except using protamine (eight independent 
replicates), T-Rp3 (twelve independent replicates) and Lipofectamine 2000TM (six 
independent replicates). 
 To evaluate the contribution of the microtubule network in the intracellular 
trafficking of the complexes, cells were pre-incubated for 2 hours with nocodazole (25 
µM) (Sigma-Aldrich) to disrupt the microtubules. The drug was dissolved in DMSO 
and an equal volume of drug-free DMSO (0.4%) was used as a control. Transfections 
were performed in the presence of chloroquine to evaluate the contribution of 
lysosomal degradation of pDNA:protein complexes. Cells were pre-incubated for 4 
hours with chloroquine (100 µM) (Sigma-Aldrich). For these assays, pre-treated cells 
were incubated in the presence of the different complexes for 4 hours, after which the 
medium was replaced with fresh growth medium. After 24 hours, cells were collected, 
and the luciferase activity was measured as described above. The experiments were 
performed as three independent replicates and the results were normalized as 
percentages, and the value of luciferase expression (in RLU/mg) of the control was 
defined as 100%. 
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2.7. In vitro toxicity 
 
 Cytotoxicity of the delivery vectors was assessed using the Cell Proliferation 
Reagent WST-1 (Roche Applied Science) following the manufacturer’s instructions. 
Briefly, HeLa cells were grown in 96-well plates to 70% confluence and then 
transfected as described above with pDNA:protamine (pDNA:protein molar ratio of 
1:8000) or pDNA:T-Rp3 (pDNA:protein molar ratio of 1:8000) complexes with and 
without Lipofectamine2000TM; pDNA alone served as the control. The experiments 
were performed as six independent replicates. The complexes were prepared as 
previously described (item 2.5) using a final volume (20 mL) proportional to the 96 
wells. The mass of pDNA used per well was 0.2 mg and all pDNA:protein molar 
rations were kept the same. Lipofection using Lipofectamine was carried out using 
0.2 µg pDNA plus 0.3 µL reagent in 20 µL of medium per well. The cells were 
exposed to the complexes for 6 hours, when the medium was replaced. The plates 
were analyzed 24 hours post-transfection. Analysis was done by adding 10 µL of 
WST-1 reagent to each well, followed by incubation for an additional hour. 
Absorbance was recorded at 440 nm in an ELISA reader. 
 
2.8. Cellular uptake 
 
 Cellular uptake and trafficking of vectors was examined using a Zeiss 
LSM780-NLO laser scanning confocal microscope with a Plan-Apochromat 63x oil 
objective (NA 1.45). Plasmids pVAX1-LUC were covalently labeled with Cy3TM (Label 
IT, Mirus) and used for HeLa cell transfection as previously described. Cells were 
collected at different time points (6, 12 and 24 hours post-transfection), rinsed with 
PBS, fixed (formaldehyde 3.7% in PBS for 5 min), permeabilized and blocked. For 
microtubule staining, cells were incubated with anti-α-tubulin overnight followed by 
incubation with Alexa FluorTM 488-coupled secondary antibody (both from Molecular 
Probes-Invitrogen) for 2 hours. After washing in PBS, cells were stained with 4,6-
diamino-2-phenylindole (DAPI), washed again and kept in PBS. The 3D image 
measurements through the depth of the cell were reconstructed and deconvoluted 
using AutoQuantX2 (Media Cybernetics Inc., USA). All deconvoluted image stacks 
were further reconstructed by voxel-based volume and isosurface rendering using 
Imaris (Bitplane) to determine the localization of the vector particles within the cells. 
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2.9. Time-lapse microscopy 
 
 Time-lapse imaging assays were performed on live HeLa cells (phase) 
transfected with pDNA:T-Rp3 complexes (Cy3-labeled pDNA, in red). HeLa cells 
were seeded on a sterile 35-mm glass bottom dish (Hi-Q4 culture dish) and grown to 
40% confluence. The medium was then replaced by a fresh medium containing the 
labeled complexes and the culture dish was placed into the live-imaging chamber of 
a Nikon BioStation IM-Q (Nikon). Multiple image capture points were selected and 
captured for 11 hours using 20x magnification. Time-lapse microscopy was also 
performed in the presence of chloroquine. 
 
2.10. Statistics 
 
 Statistical significance of the transfection results (transfection level, effect of 
drugs and cytotoxicity) were determined using the two-tailed Student’s t-test, 
assuming unequal variances, at a significance level p<0.05. The data were 
presented as the mean ± standard deviation. The number of independent 
experiments in each analysis is presented in the Material and Methods section. 
Analyses were performed using the Microsoft Excel Data Analysis ToolPack 2007 
(Microsoft). 
 
3. Results and Discussion 
 
3.1. T-Rp3 fusion protein expression in E. coli 
 
During the design of a novel modular protein, special care should be taken to 
avoid steric hindrance of the functional domains or sequences. We have recently 
reported the cloning, purification and structural characterization of human Rp3 to 
determine its potential use as a gene carrier (Toledo et al., 2013). Here, the cloning 
of a new protein (T-Rp3) was performed with the insertion of a TAT sequence at the 
C-terminus of the Rp3 protein, in addition to the fusion of the histidine tail and the 
DNA-binding domain to the N-terminus (Fig. 1). This construction was chosen to 
prevent the blockage of domains involved in the interaction with the dynein motor 
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complex, based on the available structural data for TcTex (Williams, 2005) and 
dynein complex formation data (Barbar et al., 2001). We also took into consideration 
a low-resolution structural model generated by SAXS for the recombinant Rp3 
(Toledo et al., 2013). The short TAT sequence (11 amino acid residues) was fused to 
the C-terminus of the Rp3 protein to increase the probability of this membrane active 
sequence to be exposed following complex formation with pDNA. 
 
 
Fig. 1. The T-Rp3 recombinant protein. Illustrative distribution of functional 
modules in T-Rp3 and the aminoacid sequence of the protein construct, which 
contains a histidine tail (H6 – in blue), the synthetic DNA-binding sequence (green), 
the Rp3 human dynein light chain (orange), and the TAT sequence (red). The 
residues resulting from the cloning process are shown in black. 
 
 
3.2. T-Rp3 interaction in vitro with dynein intermediate chain 
 
After the successful expression and purification of T-Rp3 (Supplementary 
data, Fig. 1S), we evaluated whether the recombinant protein retained the ability to 
interact with the dynein intermediate chain in vitro. Since C-terminal region of T-Rp3 
contains TAT peptide and is probably involved in light chain dimerization and 
interaction with the dynein complex (Makokha et al., 2002), we analyzed the 
interaction of recombinant T-Rp3 with human dynein intermediate chain DYNIC2 
(isoform C) in vitro. The results of the affinity chromatography assay indicated a 
strong interaction between T-Rp3 and the immobilized intermediate chain, as shown 
in the SDS-PAGE gel prepared with the fractions collected during the 
chromatography steps (Fig. 2A). The T-Rp3 could only be eluted from the column 
containing the immobilized intermediate chain under strongly acidic conditions (pH 
3.0). Additionally, this interaction could not be disrupted by a salt gradient, which also 
pointed to a specific interaction between the recombinant light chains and the 
immobilized intermediate chain. As a control, we performed the chromatography 
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using a resin without the intermediate chain (CNBr-activated Sepharose blocked with 
Tris) and observed only nonspecific interaction, with most of the T-Rp3 being eluted 
during the flow-through, washing and salt gradient steps (Fig. 2B). Taken together, 
these are strong indications that the recombinant T-Rp3 retains the ability to interact 
with the dynein intermediate chain in vitro. 
 
                     
Fig. 2. T-Rp3 interacts with the dynein intermediate chain. The T-Rp3 interaction 
with the dynein intermediate chain was evaluated in the presence of Lc8 by affinity 
chromatography in immobilized intermediate chain Sepharose resin. The fractions 
collected were analyzed in a SDS-PAGE gel. The lanes labeled T-Rp3 and Lc8 
represent the proteins alone, before preparation of the equimolar solution. We 
observed a much stronger interaction in the resin with the immobilized intermediate 
chain (A) than with the control resin (B). After flow-through (lane F) and washing 
(lane W), three additional washing steps were performed with an increasing salt 
gradient (lanes 1-3), and a final step using a pH 3.0 elution buffer (lane E). 
 
 
3.3. T-Rp3 interaction with plasmid DNA 
 
Gel retardation assays (Fig. 3), demonstrates that the interaction of T-Rp3 
with pDNA is molar ratio dependent, with similar results to protamine, an arginine-rich 
protein important in spermatogenesis, responsible for inducing torus formation and 
DNA packaging (Brewer, 1999). This effect can be attributed to the addition of DNA-
binding and TAT domains, as both are positively charged. In agreement with this 
observation, wild-type Rp3 (without DNA-binding or TAT) exhibits no significant 
capacity to interact with pDNA, even at higher molar ratios (data not shown). Analysis 
of the zeta potential of the pDNA:T-Rp3 particles shows that it has a positive charge 
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(+28.6 mV) at the 1:8000 molar ratio, while the pDNA:protamine net charge was 
+14.3 mV. Furthermore, dynamic light scattering assays indicate that at a molar ratio 
of 1:8000, the pDNA:T-Rp3 particles are smaller and more stable when compared to 
protamine under the same conditions. While pDNA:protamine particle size increased 
from 213 nm to 575 nm in one hour, T-Rp3 formed smaller particles (77 nm) that did 
not increase much in size (95 nm) after the same period (Supplementary data, Fig. 
2S). 
 
                                   
 
Fig. 3. T-Rp3 interacts with and condenses pDNA. The ability of protamine (A) 
and T-Rp3 (B) to interact with and to condense plasmid DNA was analyzed by gel 
retardation assays. Six pDNA:protein molar ratios were studied, as shown in the gel 
captions. 
 
 
3.4. Evaluation of T-Rp3 mediated gene delivery in cultured HeLa cells 
The efficiency of pDNA delivery mediated by T-Rp3 in cultured HeLa cells was 
evaluated and compared to the efficiency of the wild-type Rp3 (wtRp3) and a T-Rp3 
construct lacking the TAT sequence (Rp3-Db), as well as protamine. As observed in 
Fig. 4, wtRp3 presented a significant but limited efficiency to deliver pDNA. This can 
be explained by the low theoretical isoelectric point of wtRp3 (pI of 6.0), which results 
in a weak electrostatic interaction with pDNA, as verified by the gel retardation assay 
(data not shown). The insertion of the N-terminus synthetic DNA-binding (Rp3-Db) 
increased luciferase expression by 260 times. However, the addition of the TAT and 
DNA-binding sequences to Rp3 (T-Rp3) was associated with an approximately 2000-
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fold increase in luciferase expression. In fact, the transfection efficiencies of T-Rp3 
and Rp3-Db were not much different as initially expected. However, although these 
two proteins have not been compared under every aspect, the addition of the TAT 
domain to Rp3-Db (T-Rp3) still increased the vector efficiency by 7.6-fold (p<0.05). 
Moreover, T-Rp3 is more stable and allows easier manipulation during protein 
purification steps, probably as a result of the higher pI and reduced propensity to 
electrostatic aggregation (data not shown). 
Compared to protamine, T-Rp3 presented a 400-fold increase in transgene 
expression, and a 13-fold increase was found in a comparison to the previously 
reported LD4, the LC8 based recombinant protein (Toledo et al., 2012). The molar 
ratios used were chosen based on our previous experience (Toledo et al., 2012) and 
from preliminary studies comparing the transfection efficiency of protamine and T-
Rp3 at different molar ratios (data not shown). The 1:8000 pDNA:protein molar ratio 
was found to be the best, similarly to our previous results with LD4 (Toledo et al., 
2012). High molar ratios are necessary to form particles with high zeta potential 
values, which may contribute to a reduced propensity to aggregate and to promote 
high transfection efficiencies. Furthermore, in the case of T-Rp3, the increase in the 
number of TAT sequences on the surface of the cargos (complexes) may also 
increase their efficiency of escape from endosomes/lysosomes during intracellular 
trafficking (Erazo-Oliveras et al., 2012). 
In addition, we compared the transfection efficiency of T-Rp3 to Lipofectamine 
2000TM, a cationic lipid that is highly efficient in vitro. The pDNA delivery mediated by 
Lipofectamine 2000TM resulted in a luciferase expression 13 times higher than that 
found for T-Rp3 (Fig. 4). Lipofectamine 2000TM is known to improve endosomal 
escape and delivery to the cytosol, including a fast nuclear translocation capability 
(Akita et al., 2004). For a better evaluation of the T-Rp3 efficiency, we performed 
transfections using the pVAX1-GFP plasmid, which differs from pVAX1-Luc by the 
presence of a GFP reporter gene instead of luciferase (Azzoni et al., 2007). Flow 
cytometry analysis of the HeLa cells transfected by the pDNA:T-Rp3 complexes 
resulted in a value of 14% of positive cells, while the value found for Lipofectamine 
2000TM was 23%. 
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Fig. 4. Compared efficiency of T-Rp3. Transfection efficiency of HeLa cells 
comparing naked pDNA, protamine, wild-type Rp3 (Rp3), Rp3 containing the 
synthetic DNA-binding sequence (Rp3-Db), T-Rp3 (containing the DNA-binding and 
TAT sequences), and Lipofectamine 2000TM. The molar ratio used for all 
pDNA:protein complexes was 1:8000. Transfection efficiency was assessed by 
measuring the activity of the luciferase reporter enzyme. Error bars indicate the 
standard deviation of replicates (please, see Material and Methods section). The 
signal (*) indicates that the results are significantly different (p < 0.05) when 
compared between the pairs. The y-axis is presented using a log10 scale. 
 
3.5. Evaluation of cytotoxicity 
Transfection efficiency is not the only important characteristic of a non-viral 
vector designed for in vivo studies. Vectors should also be of low cytotoxicity and 
immunogenicity. An advantage of T-Rp3 is that most of its amino acid sequence is 
composed by the human dynein light chain Rp3, which is endogenously expressed in 
human cells (King, 2000). In a comparative study of efficiency and toxicity of four 
different protein transduction domains, the TAT sequence was found to be of low 
cytotoxicity to HeLa cells (Sugita et al., 2009). We also performed an evaluation of 
the in vitro toxicity of T-Rp3, protamine and Lipofectamine 2000TM by measuring the 
activity of mitochondrial dehydrogenase (Fig. 5). Protamine and T-Rp3 had a 
reduced toxic effect and, as expected, Lipofectamine 2000TM had the highest 
cytotoxicity for HeLa cells, with a decrease in cell viability of approximately 30%. The 
cytotoxic effects of cationic lipids and especially Lipofectamine 2000TM have been 
reported by others (Spagnou et al., 2004; Zhang et al., 2007). 
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Fig. 5. Evaluation of the cytotoxicity of different delivery vectors for HeLa cells. 
The assays were performed using the WST-1 reagent (Roche Applied Science). We 
assayed cell viability following transfection with complexes formed by pDNA and 
Lipofectamine 2000TM, protamine and T-Rp3 as previously described. Error bars 
indicate the standard deviation of six replicates. Error bars indicate the standard 
deviation of six replicates performed independently. The signal (*) indicates that the 
results are significantly different (p < 0.05) when compared between the pairs. 
 
 
3.6. Microtubule involvement and endosomal escape 
 
As discussed above, among the desired features of pDNA:T-Rp3 particles are 
the ability to interact with the microtubule network for fast intracellular trafficking and 
an improved endosomal escape capability. To evaluate the dependence of these 
particles on the microtubules, we performed transfections in the presence of 
nocodazole, a microtubule-depolymerizing agent that is expected to decrease the 
delivery efficiency of T-Rp3. In fact, in the presence of this drug, luciferase 
expression was reduced by 92%, suggesting that T-Rp3 is highly dependent on 
microtubules for pDNA delivery (Fig. 6). This is an interesting result and an indication 
that microtubules are involved in the transport of T-Rp3 complexes. For comparison, 
transfections performed with protamine and Lipofectamine 2000TM  exhibited much 
smaller decreases in luciferase expression in the presence of nocodazole (56% and 
41%, respectively). However, these results were not statistically significant at a 
significance level of α=0.05 (data not shown). Although this is not a proof of direct 
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and specific interaction with dyneins, these results indicate that pDNA:T-Rp3 
complexes strongly rely on active transport along microtubules to reach the nucleus. 
Additionally, we assessed the level of entrapment of pDNA:T-Rp3 particles 
inside endosomes and lysosomes, which is another major limiting step in efficient 
gene delivery. Transfections were performed in the presence of chloroquine, a weak 
base that is often used to investigate endosomal entrapment. Chloroquine 
accumulates in acidic organelles such as late endosomes and lysosomes, raising the 
luminal pH of the organelles and preventing enzymatic degradation of non-viral 
vectors. Under the conditions tested, we observed that chloroquine promoted an 
approximately 4-fold increase in the reporter enzyme expression (Fig. 6). This finding 
indicates that endosomal entrapment remains an important limiting factor despite the 
presence of an N-terminal histidine tail and a C-terminal TAT sequence. Although it is 
reported that TAT-delivered cargos frequently remain trapped inside endocytic 
organelles (Brooks et al., 2005; Erazo-Oliveras et al., 2012), the presence of histidine 
residues (six in T-Rp3) tends to induce a proton sponge effect in such organelles, 
which increases their osmolarity, promotes swelling and, ultimately, lysis. For this 
reason, during the design of a gene vehicle, we should also take in consideration that 
an excessive increase in endo/lysosomal escape capability can result in higher 
cytotoxic effects due to vesicle disruptions and the release of pro-apoptotic and 
cytotoxic proteases. 
 
Fig. 6. Involvement of microtubules and endosomes in the transfection 
efficiency of HeLa cells using T-Rp3:pDNA complexes at a 1:8000 pDNA:T-Rp3 
molar ratio. The involvement of microtubules was studied using nocodazole. 
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Chloroquine was used to investigate the effect of the endosomal/lysosomal 
entrapment as a barrier to gene delivery. Error bars indicate the standard deviation of 
triplicate measurements performed independently. The signal (*) indicates that the 
results are significantly different (p < 0.05) when compared between the pairs. 
 
 
3.7. Investigation of cellular uptake using confocal microscopy 
 
Generally, the internalization of plasmid DNA particles mediated by TAT or 
arginine-rich peptides (such as the synthetic DNA-binding sequence in T-Rp3) occurs 
by endocytosis, mostly via the clathrin-dependent pathway, although a multiplicity of 
different entry pathways also tends to occur in parallel (Brooks et al., 2005). Here, we 
visualized the cellular uptake of pDNA:T-Rp3 and pDNA:protamine complexes by 
HeLa cells at three different time points (6, 12 and 24 hours post-transfection) (Fig. 
7). The first difference observed was that, after washing and fixing, a higher amount 
of pDNA was internalized by cells transfected using T-Rp3, confirming the higher 
efficiency indicated by the luciferase expression results (Fig. 5). The pDNA 
distribution pattern, mainly in large and well-defined spots, is consistent with 
internalization by endocytosis and entrapment inside vesicles that tend to reduce in 
number overtime. This observation is also consistent with the results of the 
transfections performed in the presence of chloroquine (Fig. 6). However, despite the 
risk of artifacts due to fixation procedures, a difference in distribution pattern can be 
observed between the pDNA delivered by T-Rp3 and protamine. Compared to the 
protamine-mediated delivery, pDNA internalized by T-Rp3 is frequently observed not 
only inside large vesicles but also as small particles in the cytosol, indicating 
differences in the cellular uptake pathway and/or improved endosomal escape 
capability. This result is consistent with our data indicating that transfection efficiency 
mediated by protamine increases 10-fold in the presence of chloroquine (Toledo et 
al., 2012) in comparison with the 4-fold increase observed in T-Rp3 mediated 
transfections (Fig. 6).   
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Fig. 7. Intracellular distribution of Cy3-labeled plasmid DNA in transfected 
HeLa cells. Transfections were mediated by protamine or T-Rp3 and images were 
collected at different time points by laser scanning confocal microscopy. Plasmid 
DNA can be seen in red (Cy3), microtubules are shown in green (Alexa Fluor 488), 
and the nuclei in blue (Dapi). Scale bars represent 20 µm. 
 
At 6 hours post-transfection, pDNA can be observed in the nucleus. This result 
was expected because a significant level of luciferase activity is detected at this time 
point (Supplementary data, Fig. 3S). Over time, pDNA red fluorescence is reduced, 
probably due to the degradation inside endosomal/lysosomal vesicles, as indicated 
by the presence of large red vesicles observed at 12 hours post-transfection. 
Interestingly, differently from protamine, a significant amount of pDNA can be 
observed in the cells 24 hours after T-Rp3 mediated transfection. Additionally, the 
vectors (Cy3-labeled pDNA, seen in red) are frequently concentrated at the 
perinuclear region of the cells, tending to co-localize with a dense concentration of 
microtubules (probably centrosomes), as can be observed in Fig. 8 and Fig. 4S. In 
contrast, protamine-mediated transfection frequently leads to cells containing only 
one or two large red spots, probably formed by pDNA trapped inside vesicles, and 
usually not co-localizing with dense microtubule concentrations (Fig. 7). The 
significant differences in cell uptake between T-Rp3 and protamine-mediated 
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transfection were also captured by time-lapse live cell imaging (Videos 1 and 2, 
Supplementary data). 
                    
Fig. 8. Three dimensional distribution of Cy3-labeled pDNA (red) in HeLa cells 
transfected with pDNA:T-Rp3 complexes (A), indicating the presence of pDNA at 
the proximity of the nuclei (blue). Images were taken 24 hours post-transfection using 
a laser scanning confocal microscope and were deconvoluted during post-
processing. (B) Microtubules are stained in green (Alexa Fluor488) and pDNA tends 
to co-localize with a dense concentration of microtubules. 
 
 
The images of intracellular trafficking of Lipofectamine 2000TM-mediated 
transfections are not presented here, due to the distinct nature of this cationic lipid in 
comparison to protein vectors, and to the fact that it has been the subject of previous 
studies (Akita et al., 2004; Kamiya et al., 2002). Although cellular uptake of 
pDNA:Lipofectamine complexes occur mainly by endocytosis, escape from 
endosomal/lysosomal vesicles and nuclear translocation is faster and more efficient 
than peptide-mediated transfections, which is consistent with the high transfection 
efficiency of this lipid (Akita et al., 2004).  
Time-lapse microscopy of the transfected cells in the presence of chloroquine 
indicated that perinuclear localization of the complex is fast (less than one hour), 
occurring during the period necessary for the setting of the live image equipment 
(Fig. 9). The pDNA:T-Rp3 complexes tended to accumulate in the perinuclear region 
of the cells even in the presence of chloroquine. This observation suggests that 
active transport of the complexes occurs as a result of not only the movement of 
endocytic vesicles towards lysosomes but also the interaction of free pDNA:T-Rp3 
complexes with microtubules.  
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Fig. 9. Sequences of photographs taken from time-lapse imaging experiment at 
three different times after the transfection of HeLa cells (phase) with pDNA:T-
Rp3 complexes (Cy3-labeled pDNA in red) and in the presence of chloroquine. The 
images taken at "0 hours" (corresponding to approximately one hour post-
transfection, due to the time necessary to set the equipment) show a high level of 
complex internalization. The images also indicate that pDNA tends to accumulate at 
the proximity of the nuclei even in the presence of chloroquine.  
 
4. Conclusion 
 
We designed the recombinant protein T-Rp3 as a modular protein with the 
intention to mimic viral vectors that take advantage of the microtubules for a faster 
intracellular movement towards the nucleus. The protein proved to efficiently interact 
with and to condense pDNA, forming small positively charged particles. These are 
regarded as crucial features for effective non-viral gene delivery vectors and may 
contribute to the T-Rp3 performance during transfection. Transfection assays using 
HeLa cells showed that T-Rp3 is a very efficient delivery vehicle, even when 
compared with Lipofectamine 2000TM, presenting a reduced cytotoxicity. The 
confocal microscopy studies indicated fast perinuclear accumulation of pDNA 
following transfection, co-localizing with dense concentrations of microtubules. The 
results presented here strongly indicate that the cell microtubule network plays an 
important role in the trafficking of pDNA:T-Rp3 particles. However, due to the 
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complex nature of these vectors and the diversity of cellular entry pathways and 
intracellular trafficking, investigating the pDNA:T-Rp3 routes inside the cells is a very 
challenging task. Vectors may rely on the microtubule network by different forms, 
including direct or indirect interaction and also transport inside endocytic vesicles. 
These different intracellular routes may also happen as parallel events. The detailed 
understanding of the mechanisms involved in the intracellular trafficking of modular 
protein vectors is one of the major goals of our group and the studies are still in 
progress. Taken together, the results presented here indicate that the strategy of 
exploiting dynein light chains for the design of modular recombinant proteins is 
promising and may significantly contribute to the development of more efficient non-
viral gene delivery vectors.  
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Abstract 
 
Non-viral gene therapy is often proposed as an alternative to viral gene 
therapy, which is widely associated to safety concerns and elevated production 
costs. However, non-viral vectors suffer from limited transfection efficiency. The 
success of viruses in the delivery of the viral genome to target cells relies on the 
evolutionary selection of protein-based domains able to hijack the intermolecular 
interactions through which cells respond to intra- and extracellular stimuli.” In an 
effort to mimic viral transfection capabilities, a modular recombinant protein named T-
Rp3 was developed, containing a DNA binding domain, a dynein molecular motor 
interacting domain, and a TAT-derived transduction domain. Here, we analyzed at 
the microscopic level the mechanisms behind the high transfection efficiency of this 
modular protein vector. We found that the protein has the ability to self-assemble in 
discrete protein nanoparticles resembling viral capsids, to bind and condense 
plasmid DNA (pDNA), and to interact with eukaryotic cell membranes. Confocal and 
single particle tracking assays performed on living HeLa cells revealed that the T-
Rp3 vector promoted an impressive speed of cellular uptake and perinuclear 
accumulation, mainly due to interaction with microtubules and fast translocation 
towards the microtubule organizing center (MTOC). The results presented here 
demonstrate the high potential of recombinant modular proteins with merging 
biological functions to fulfill several requirements needed to obtain cost-effective non-
viral vectors for gene-based therapies through the rational design of proteins 
formulated with the desired therapeutic DNA. 
 
1. Introduction 
 
Since the first gene therapy trial in 1990, more than 2,000 trials have been 
approved (http://www.abedia.com/wiley/). However, despite the great efforts made 
towards the development of gene therapies to replace faulty or missing genetic 
material in patient’s DNA, no single commercial product has been yet approved by 
the Food and Drug Administration (FDA) and only one has been granted by the 
European Medicines Agency (EMA) under the trade name Glybera (alipogen 
tiparvovec) [1,2]. Glybera is based on a non-replicating adeno-associated virus 
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designed to deliver a functional gene copy of the lipoprotein lipase gene. [3]. Other 
research products will probably be granted in the years to come provided preliminary 
data reveal their effectivity (Lentiglobin BB305 lentiviral vector, for instance) [4]. 
However, viral vectors are difficult to produce and purify at large scale. In addition, 
immunosuppression regimes have to be administered prior to the gene therapy 
treatment and their administration for a therapeutic approach entails environmental 
risks involved in using genetically modified replicative entities (Baldo et al., 2013; 
Clement et al, 2010; Mingozzi and High, 2016). 
In this scenario, novel non-viral gene delivery strategies have been explored 
to deliver therapeutic nucleic acids. These vectors have to be designed to display the 
three basic characteristics of viral gene therapy vectors: 1) a potent nucleic acid 
packaging capability; 2) the ability to overcome physiological barriers upon 
administration; and 3) effective cellular uptake and sub-cellular interactions [8]. As 
low transfection efficiency is the limiting factor of non-viral gene therapy vectors, the 
biological barriers involved in that process have to be analyzed in detail. Those 
include the plasma membrane with a plethora of internalization mechanisms 
governing the cellular homeostasis. In this sense, the size of the vehicle is of great 
relevance, being optimal between 30-50 nm [9,10] for rigid spherical particles, 
although cell internalization has been demonstrated for nanoparticles up to 200 nm 
[11]. On the other hand, when this first barrier is overcome, the loaded endosomes 
have to face the fusion of lysosomes which often leads to the degradation of the 
vehicle and the cargo. Several viral-inspired peptides can be then included in the 
design of the vehicle to escape from this hurdle. At that time, if the cargo is intended 
to perform its function in the cytoplasm, no more biological barriers are encountered. 
However, if nucleus is the targeted cellular compartment, the presence of a nuclear 
localization signal may improve efficiency. Taking into account those considerations 
a novel generation of non-viral vectors is now under study, gaining attention for its 
performance in pre-clinical studies. Among the different types of delivery vehicles 
which can be decorated with functional moieties, recombinant proteins appear as a 
promising alternative due to the versatility in their design [12]. Being biocompatible 
molecules, proteins offer an almost infinite platform to obtain gene therapy vehicles 
with regulatable immunogenicity, adequate size and specific functionalization. In 
addition, their production can be scaled up in cost effective expression systems from 
which they can be easily purified. In this context, we have designed a protein-based 
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gene-therapy delivery vector by the thorough selection of sequential functional 
domains. The N-terminal His-tag provides an endosomal escape moiety and also 
serves as an efficient purification tag [13]. The DNA-binding domain allows the 
binding and condensation of the expressible DNA for the formulation of the vector 
[14]. The third element incorporates human dynein light chain Rp3 [15]. Dyneins are 
motor-containing protein complexes formed by a heavy chain polypeptide interacting 
with several associated subunits that directly or indirectly load cargoes to be 
transported towards the microtubule organizing center (MTOC) [16]. The addition of 
Rp3 is expected to improve the intracellular movement of the vehicle towards the 
nucleus. Finally, a TAT inspired domain confers cell penetrating properties to the 
vehicle. TAT is a transcriptional transactivator of HIV which has been demonstrated 
to enter the cell via different mechanisms, which largely depend on the type of 
attached cargo and cell type [17–19]. In this work, the ability of an evolved protein-
based gene delivery vector to enter cells, escape from endosomes and move through 
the intracellular microtubule network to reach the nucleus is analyzed and 
demonstrated at the microscopic level. This type of tuned recombinant protein is 
envisioned as a powerful alternative to the viral vectors for gene-therapy purposes.  
 
2. Materials and methods 
 
2.1 Recombinant protein production  
 
The recombinant T-Rp3 was expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified by a 
single step Ni-chelating affinity chromatography in an ÄKTA purifier FPLC (GE 
Healthcare) as previously described [20]. Protein was then dialyzed against 50 mM 
MES buffer (4-Morpholineethanesulfonic acid hydrate) (pH 6.0) overnight at room 
temperature, frozen in liquid nitrogen and stored at -80 ºC after filtration through 0.22 
µm pore membrane.  
 
2.2 Evaluation of DNA-protein interaction by Electrophoretic Mobility 
Shift Assay (EMSA) 
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Protein-DNA complexes were formed using 1 µg of pTriEx-1.1 Hygro plasmid 
(Novagen) at different pDNA: protein molar ratios (1:100, 1:200, 1:500, 1:1000, 
1:2000, 1:8000) during 10 minutes in a final volume of 50 µL in 50 mM MES buffer 
pH 6.0. The increasing molar ratios were assessed by EMSA assay on a 0.8% 
agarose gel and visualized by ethidium bromide staining. For further experiments, all 
samples were prepared at 1:8000 pDNA:protein molar ratio with 1 µg of pDNA and 
the corresponding amount of protein as described above. 
 
2.3 Transmission Electron Microscopy (TEM) 
 
Droplets of each sample (0.05 mg/mL or 0.1 mg/mL of protein, with or without 
pDNA) were deposited onto a carbon-coated copper grid for 5 min, and excess 
specimen was dried out with filter paper. Samples were submitted to negative 
staining with uranyl acetate and observed with a Jeol JEM 1400 transmission 
electron microscope, equipped with a CCD Gatan ES1000W Erlangshen camera. 
 
2.4 Dynamic Light Scattering 
 
Volume size distribution of protein nanoparticles and pDNA:protein complexes 
were measured using a dynamic light scattering (DLS) analyzer at a wavelength of 
633 nm (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Limited). Samples were prepared 
as previously described for EMSA assays, where the corresponding amount of each 
molar ratio of protein is added to 1µg pDNA in a final volume of 50 µL in 50 mM MES 
buffer pH 6.0. Samples were incubated for 10 minutes, placed in the cuvette and 
measured at 25 ºC in triplicate, corresponding approximately to 10 minutes readings.  
 
2.5 Cell culture and laser scanning confocal microscopy (LSCM) 
 
HeLa cells were cultured in MEMα Glutamax (Gibco) supplemented with 10% 
fetal calf serum (Gibco), and incubated at 37 ºC and 5 % CO2 in a humidified 
atmosphere. For LSCM imaging, cells were grown on MatTek culture dishes (MatTek 
Corporation). The nuclei were labeled with 5 µg/mL Hoechst 33342 (Molecular 
Probes), lysosomes were labeled with 200 nM LysoTracker® Red (Molecular 
Probes), and the plasma membranes with 5µg/mL CellMaskTM Deep Red (Molecular 
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Probes) for 15 minutes in dark. The cells were then washed in phosphate-buffered 
saline (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Live cells were recorded by TCS LSCM (Leica 
Microsystems) equipped with Argon 488, DPSS 561, HeNe 633 and Diode 405 
lasers for the excitation of GFP and Atto 488 (Sigma Aldrich), LysoTracker and 
CellMask, Draq5 and Hoechst 3342, respectively. A Plan Apo 63 × /1.4 (oil HC × PL 
APO lambda blue) objective was used. To determine particle localization inside the 
cell, 0.29 µm sections were acquired and three-dimensional models were generated 
using Imaris 7.3.0 version software (Bitplane). The protein was labeled with Atto 488 
according to manufacturer´s protocol and plasmid was labeled with Draq5 (Thermo 
Scientific) ahead of transfection, which resulted in mild labeling of the nuclei. In order 
to visualize microtubules, HeLa cells were prepared as described and transfected 24 
hours before microscopy imaging with pAcGFP1-Tubulin (Clontech) using 
Lipofectamine LTX (Invitrogen). pDNA:protein complexes were prepared as 
previously described in this article and added to complete-media-containing cell 
culture, and images were then taken 30 to 60 minutes after transfection.  
 
2.6 Transfection of HeLa cells 
 
For transfection assays, HeLa cells were transfected with pDNA T-Rp3 in the 
molar ratio 1:8000 using GFP as reporter gene. Protein-DNA complexes were formed 
in 50 µL in 50 mM MES buffer pH 6.0 for 10 minutes. The mixture was the added to 
24 well plates containing 250 µL Optipro medium (Gibco) with cells at 70% 
confluency.Chloroquine 100 µM was added 2 hours pre-transfection in the presence 
of Optipro medium (Gibco). Control experiments were performed in the same 
conditions but without the addition of chloroquine. The medium was replaced 6 hours 
post-transfection and cell samples were analyzed 24 hours post-transfection after 
treatment with 1 mg/mL trypsin (Gibco) for 15 minutes on a FACSCanto system 
(Becton Dickinson) using a 15 mW air-cooled argon ion laser at 488 nm excitation. 
Fluorescence emission was measured with a D detector (530/30 nm band pass 
filter).  
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2.7 Single Particle Tracking using FIJI (Image J) 
 
HeLa cells were grown as described for LSCM analysis. T-Rp3 labeled with 
Atto 488 was incubated with unlabeled pDNA for 10 minutes and then added to cell 
culture. 5 minutes later, the plasma membrane was labeled with 5 µg/mL 
CellMaskTM Deep Red (Molecular Probes) and the nuclei were labeled with 5 µg/mL 
Hoechst 33342 (Molecular Probes) for 10 minutes before being washed in 
phosphate-buffered saline. Live cells were recorded by TCS-SP5 LSCM (Leica 
Microsystems) by taking images every 2 seconds for 5 minutes. Manual particle 
tracking was performed on FIJI distribution package [21] for 4 fast-moving particles.  
 
3 Results and Discussion 
 
 3.1 Characterization of T-RP3-DNA complexes 
 
T-Rp3 is a modular recombinant protein based on dynein light chain Rp3, to 
which a DNA binding domain, a histidine tag and a TAT peptide was added as 
previously described (Fig. 1A) [20]. This protein was shown to efficiently transfect 
HeLa cells by still unraveled mechanisms that involve interaction with the molecular 
motor dynein [20]. The T-Rp3 protein used in this study was produced in E. coli and 
successfully purified by a single-step affinity chromatography. Through coomassie 
blue staining method and western blot analysis using anti-his primary antibody the 
recombinant protein was identified as a single band with no significant contaminant 
protein bands (Fig. 1B). The purified protein has a DNA-binding domain responsible 
for interacting with pDNA, thus different pDNA:protein molar ratios were used to 
induce the formation of complexes that were further analyzed by EMSA (Fig. 1C), 
indicating that at 1:500 molar ratio most of the pDNA is complexed with the protein. 
In previous reports the used plasmid had 4450 bp [20], therefore we evaluated the 
protein’s capacity to equally condensate a larger plasmid, of 6951bp. The pDNA was 
complexed to the protein at similar molar ratios, hence indicating that T-Rp3 capacity 
to interact with pDNA is maintained for larger plasmids. We evaluated the size of 
complexes formed at different molar ratios (Fig. 1D-I) by dynamic light scattering, and 
observed that, as the molar ratio is increased, the complex’s size also increases, as 
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well as the polydispersity, reaching over 900 nm at 1:500 molar ratio, with a 
polydispersity index of 0.246 at this ratio. With the further addition of protein, the 
particle’s size begins to decrease at 1:1000, reaching 147.5 nm at 1:8000 molar ratio, 
with lower polydispersity (0.125). Since the protein is positively charged, it binds to 
pDNA resulting in an increase of size up to the neutrality point, after which the 
condensation process begins, leading to a reduction in size. For further experiments, 
the 1:8000 molar ratio was used, as this is the condition in which the protein-DNA 
complexes were the smallest and the one where higher transfection efficiency was 
achieved in previous studies [20]. 
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Figure 1. Characterization of the recombinant protein T-Rp3 regarding its 
ability to condense DNA. (A) Coomassie blue-stained sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide electrophoresis (Co) and HisTag-based Western Blot 
immunodetection (WB) of protein purified after E. coli expression. (B) Schematic 
representation of the modular protein T-Rp3. (C) Agarose gel retardation assay 
comparing increasing molar ratios of pDNA:T-Rp3, where molar ratios higher than 
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1:500 have the presence of shifted bands. (D-I) Dynamic light scattering results 
comparing the size distribution of particles formed in different molar ratios; first the 
size increases and then condensation effect takes place as size decreases with 
further addition of protein.  
 
The protein alone as well as the complex formed by the protein with pDNA, 
were evaluated by transmission electron microscopy. Protein alone self assembles in 
small nanoparticles of toroidal shape (Fig. 2A-C), while some aggregates are also 
visible. In the presence of pDNA (Fig. 2D-F) we observe larger nanoparticles of a 
globular shape. Consistent with TEM images, DLS assays (Fig. 2G) indicate that 
protein alone forms nanoparticles of less than 10 nm, with a higher polydispersity, 
which is reduced in the presence of pDNA. This result is consistent with AFM images 
of Lc8-based protein interacting with pDNA [14]. A large number of proteins involved 
in DNA metabolism assume a toroidal structure, and this ring-shaped conformation is 
believed to facilitate the topological link to DNA [22]. Even protamine, a protein 
associated to DNA condensation in spermatogenesis and occasionally used as a 
gene delivery vector, forms toroid-shaped nanoparticles. 
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Figure 2. Evaluation of T-Rp3 behavior regarding size in the presence of pDNA. 
(A-C) Transmission electron microscopy (TEM) images of the protein self-assembled 
in small nanoparticles; while some aggregates are present, T-Rp3 is observed 
assuming a toroidal conformation. (D-F) Transmission electron microscopy images of 
the pDNA:T-Rp3, particles of globular shape, together with some smaller aggregates. 
(G) Dynamic light scattering results in agreement with TEM images, indicating that 
the addition of pDNA promotes an increase in size and reduction in polydispersity.  
 
3.2 Intracellular trafficking of T-RP3 protein 
 
For the aim of this study, particles had to be fluorescently labeled for LSCM 
imaging. Considering that size is regarded as an important feature affecting 
transfection efficiency, protein-DNA particles formed with Atto 488-stained protein 
and DRAQ5-stained plasmid were evaluated by dynamic light scattering and 
transmission electron microscopy. Results reveal that Atto 488 can promote a slight 
decrease in particle size, but the presence of Draq5 did not altered its size (Fig. 1 
supplementary material). However, the presence of stain does not impair particle 
formation, as can be observed by TEM.  
Capítulo	3	-	Artigo	 	
 
79 
A previous report suggest that T-Rp3 exploits microtubules network to 
accomplish gene delivery [20], although this hypothesis was still not confirmed by live 
particle tracking. In an attempt to better understand the intracellular trafficking 
mediated by T-Rp3 vector, the protein was previously stained with Atto 488 to 
evaluate the kinetics entrance in living HeLa cells. Images shown at Fig.3A indicate 
an accumulation of T-Rp3 (in green) in a well-defined region in perinuclear area as 
soon as 30 minutes post-transfection. This is consistent with delivery through 
microtubule since MTOC is usually located close to the cell nucleus [23]. Three-
dimensional isosurface reconstructions from LSCM stack images of transfected cells 
(Fig. 3B-C) show that the protein is actually located inside the cell, and occasionally 
trapped to nuclear membrane, with a small portion of it embedded in the nucleus. In 
the single particle tracking video supplied in supplementary material (video 1), the 
protein is stained in green and can be observed concentrated around the cells as 
soon as 15 minutes after being added to the medium, thus confirming how fast the 
internalization process takes place.   
 
Figure 3. 3D LSCM images of live HeLa cells. (A) T-Rp3 (in green) is quickly 
internalized and accumulates in a specific area of the perinuclear region. (B and C) 
Sections of 3D reconstruction indicating that T-Rp3 is actually inside the cell, and as 
soon as 30 minutes post transfection, is attached to nuclear membrane, partially 
crossing it.  
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3.3 Intracellular trafficking of T-RP3-DNA complexes 
 
Aiming to determine if the microtubule transport occurs by direct interaction of 
T-Rp3 with dynein or if the accumulation is due to particles transported inside 
endosomes, pDNA (stained with Draq5, seen in blue), T-Rp3 (stained with Atto488, 
in green) and late endosomes/lysosomes (stained with LysotrackerRed, in red) were 
observed inside live HeLa cells 30 minutes post transfection, when perinuclear 
accumulation was previously observed. Isosurface reconstructions indicate that all 
arrangements are present (Fig. 4A), detecting free pDNA:T-Rp3 particles, as well as 
trapped nanoparticles inside lysosomes. Non-complexed protein and pDNA-only 
particles were also observed. Sections of isosurface reconstructions (Fig. 4B-C) 
demonstrate the association of pDNA with T-Rp3 in protein nanoparticles contained 
in lysosomes or free in the cytosol.  
 
Figure 4. 3D LSCM images of live HeLa cells. (A) Lysosomes (red), pDNA (blue) 
and T-Rp3 (green) distribution inside the cells, where protein and pDNA can be 
observed inside lysosomes as well as free in the cytoplasm. (B and C) pDNA (blue) 
and T-Rp3 (green) observed attached together both inside and outside lysosomes 
(red). For further images please refer to the video available in the online version of 
the article. 
 
These results suggest that although part of the pDNA:T-Rp3 particles are 
retained inside endosomes, another part may be free to directly interact with 
molecular motors. As entrapment in acidic lysosomal compartments reduces 
transfection efficiency of gene therapy vectors, the detection of free pDNA:T-Rp3 
particles might have a positive impact in this parameter [24]. For a more complete 
representation, please refer to the video 2 supplied in supplementary information. 
The fast perinuclear accumulation may be a result of an active transport being 
Capítulo	3	-	Artigo	 	
 
81 
particles directly interacting with dynein, as well as travelling inside endo/lysosomes. 
Protamine-containing nanoparticles which are entrapped in lysosomes, for instance, 
take up to 12 hours to be internalized in vitro [25].  
 
3.4 Interaction of T-RP3-DNA complexes with microtubules 
 
In order to analyze the effect of the endosomal entrapment of T-Rp3 
nanoparticles, transfection experiments were performed in the presence of 
chloroquine, which is known to prevent lysosomal degradation due to acidification. In 
that case, transfection efficiency was increased from 15% to 23%, thus indicating that 
some particles actually remain trapped in endosomes (data not shown). To further 
evaluate microtubule participation in the traffic of T-Rp3 particles, HeLa cells were 
transfected with pAcGFP1-Tubulin 24 hours before microscopy so that microtubules 
could be observed in green. These cells were transfected with unstained T-Rp3 using 
pDNA previously stained with Draq5. As early as 30 minutes post-transfection, most 
plasmids could be observed nearby microtubules (Fig. 5A). While most red dots are 
seen on green filaments, areas with no filaments tend to be plasmid-free.  
Since naked pDNA poorly diffuses through cytoplasm [26–28], evaluating the 
particle speed inside the cell is an important indication of whether microtubule 
network is involved. Single particle tracking assays were performed on living HeLa 
cells, although the experiment was limited by the great speed of perinuclear 
accumulation, which restricted the use of 3D imaging in this case. On Fig. 5B, green 
dots representing pDNA:T-Rp3 are observed 15-30 minutes post transfection 
distributed inside the cell as well as attached to the cell membrane, as yellow dots 
indicates that the protein is embedded in cell membrane. Fig. 5C is a still from the 
video supplied in the online version of this article (Video 3, supplementary). The 
video is a 5-minutes-long particle tracking captured 30 minutes post-transfection 
where particles move inside the cell in high speed, in linear displacements that stop 
and go, bidirectionally. From the video, four particles were manually tracked and their 
trajectories are highlighted in colors (the pink and the blue trails can be partially seen 
in the Fig. 5C), their speed being thus calculated and plotted (Fig. 5D). The speed 
varies along time, indicating that T-Rp3 is capable of exploiting microtubules in a 
similar approach to viruses, that also stop-and-go along microtubules [23].  
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Figure 5. Assessment of T-Rp3 interaction with microtubules. (A) LSCM image 
showing pDNA (red) localization in relation to microtubules (green). (B) Within 30 
minutes post transfection the protein (green) penetrates cellular membrane 
(colocalization with the membrane results in yellow dots) and reaches cytoplasm. (C) 
Still from the single particle tracking video (please refer to the video available in the 
online version) with the trajectory of two particles (pink and blue) highlighted (D) 
Analysis of the velocity of 4 individual fast-moving particles inside the cell. 
 
Surprisingly, single particle tracking images revealed a bidirectional movement 
(Video 3 in supplementary material) which has also been reported for viruses that 
exploit this strategy to move along microtubules [29,30]. In vitro evaluation of 
molecular motors’ behavior when facing a microtubule intersection elucidated that 
dynein can overpass the intersection, move to another filament, and also reverse 
movement towards plus-end of microtubules, with an expected speed of 980 ± 70 
nm/s for dyneins and 560 ± 30 nm/s for kinesins on nonintersecting microtubules 
[31]. The expected speed for dynein is compatible to the one observed for T-Rp3 
particles (Fig. 5D), indicating that T-Rp3 is capable of exploring molecular motors to 
accomplish intracellular trafficking. In previous experiments, the velocity of similar 
non-viral vectors whithout a dynein binding domain in transfection experiments had 
been calculated as 4.4 ± 0.3 nm/s, indicating an improvement in intracellular shuttle 
in the presence of such domain [32]. For polyplexes moving inside vesicles previous 
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studies found an average speed of 0,19 µm/s [33]. Although dyneins essentially 
move towards the minus end of microtubules, previous reports indicate that about 30 
% of dynein-dynactin runs are directed toward the plus ends of polarity-marked 
microtubules [34]. T-Rp3 has already been reported to be highly dependent on 
microtubules to achieve efficient gene delivery, with transfection efficiency being 
reduced in 92 % in the presence of nocodazole, a microtubule depolymerizing agent 
[20]. These assays now reveal that pDNA:T-Rp3 particles are preferentially 
associated to microtubules and use the molecular motors to achieve high speed 
intracellular trafficking, thus efficiently mimicking viral particles that exploit 
microtubules to perform fast and bidirectional movement in a stop-and-go pattern.  
 
4 Conclusions  
 
Modular recombinant proteins are a feasible approach to address the several 
steps involved in protein internalization for gene delivery. Considering that viruses 
successfully exploit microtubule network, addressing this step may lead to vectors 
that better mimic the viral counterparts. Physicochemical characterization of modular 
T-Rp3 protein showed the presence of toroidal structures that are observed in 
naturally-occurring DNA-interacting proteins, thus indicating how tunable proteins can 
be. In addition, T-Rp3 had been reported to efficiently transfect HeLa cells with low 
toxicity, but the extent of microtubule involvement remained unexplored. These 
recent results indicate that T-Rp3 nanoparticles behave as fast-transfecting vectors 
that bind to cell membrane within minutes, and are further internalized to accumulate 
in localized regions of cytoplasm. In less than one hour, particles are already trapped 
to nuclear membrane, in a process much faster than other protein-based delivery 
vehicles. Single particle tracking finally reveals that T-Rp3 not only is closely 
associated to microtubule in LSCM images, but also moves inside the cell with a 
motion pattern and speed compatible with a direct microtubule interaction.  
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Supplementary material and corresponding captions 
 
 
Supplementary material - Figure 1. Assessment of the effect of Atto 488 and 
DRAQ5 on nanoparticle formation. (A) Dynamic light scattering results comparing the 
size distribution of particles, showing that Atto488 can promote a slight decrease in 
particle size, while the addition of DRAQ5 has no effect.  (B) Transmission electron 
microscopy (TEM) images of the pDNA:T-Rp3-Atto 488 self-assembled in small 
nanoparticles. 
Supplementary material - Video 1. Single particle tracking video showing T-Rp3 (in 
green) accumulating around the cell and soon being internalized to reach perinuclear 
region. 
Supplementary material – Video 2. 3D LSCM images of live HeLa cells showing 
lysosomes (red), pDNA (blue) and T-Rp3 (green) distribution inside the cells, where 
protein and pDNA can be observed inside lysosomes as well as free in the 
cytoplasm. In the images pDNA and T-Rp3 are observed attached together both 
inside and outside lysosomes. 
Supplementary material – Video 3. Single particle tracking video showing T-Rp3 (in 
green) traffic inside the cell. Four fast-moving particles were tracked and their 
trajectories where highlighted in colors.  
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 Abstract 
 
Arginine-rich protein segments have been described as potent cell penetrating 
peptides (CPPs) but also as rather specific ligands of the cell surface chemokine 
receptor  CXCR4,  involved  in  the human  immunodeficiency  virus  (HIV)  infection. 
Therefore, they are commonly used to functionalize vehicles for gene therapy and 
drug  delivery,  aimed  to  enhance  cell  penetrability  of  the  therapeutic  material. 
However, under which conditions polyarginines act as either unspecific or specific 
ligands is essentially unknown. By using differently charged polyarginine peptides 
and two alternative presentations, namely unassembled or assembled in multimeric 
protein nanoparticles, we have determined here how both parameters are critical 
players in defining the receptor-mediated specificity of arginine-rich peptides and in 
promoting cellular penetrability of associated macromolecular payloads. 
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1. Introduction 
 
 The cell surface chemokine receptor CXCR4 is of high clinical relevance, as 
it acts as a correceptor during the infection by the human immunodeficiency virus 
(HIV) [1]. In addition, CXCR4 is a pivotal cancer marker overexpressed in the 
stem cells of more than 20 human neoplasias, including frequent ones such as 
colorectal and pancreatic  cancers  and  lymphoma  [2].  In  colorectal  cancer,  
overexpression  of CXCR4 is correlated with aggressiveness and metastatic 
potential, a fact that has attracted interest over this membrane protein as a potential 
target for drug delivery [3-5]. Polyarginines (like R9 and others) are cell penetrating 
peptides (CPPs) that being cationic, efficiently condensate nucleic acids and might 
promote nuclear localization  of  attached molecules  [6].  Such pleiotropic  profiling  
has  empowered some members of the Rn series as valuable functionalizing agents 
in gene therapy and non-targeted drug delivery. However, under some experimental 
conditions, polyarginines such as R12 (but not R8), presented as free synthetic 
peptides, are endocyted by cultured cells in a CXCR4-dependent fashion [7]. In 
addition, a fraction of  R9-displaying bacterial amyloids internalize cultured cells 
by  direct binding to CXCR4 [8], while part of the material penetrate by rather 
unspecific mechanisms. The   possibility   to   specifically   mediate   the   
internalization   of   macromolecular complexes via CXCR4 is highly appealing in the 
context of drug delivery. Then, appropriate polyarginine candidates might represent 
novel and valuable peptidic ligands for CXCR4 that might offer innovative 
pharmacological opportunities over the currently explored peptide ligands of CXCR4, 
whose performance is highly variable [9]. In this context, it would be  very 
convenient to define the  optimal form and presentation of a given polyarginine to 
unbalance the alternative routes of cell penetration to favour the specific, CXCR4-
dependent cell penetrability. This is of special interest for polyarginines linked to high 
molecular weight cargos such as full- length recombinant proteins or different types 
of nanoparticles. We have explored here the dependence of CXCR4 in the 
internalization of four members of the Rn family when fused to a soluble functional 
GFP, which acts as a convenient reporter for  image-based  monitoring  and  
analysis  and  as  an  efficient  building  block  for protein-based nanoparticles [10]. 
We have specially focused on the length of the cationic segment (the n value) and 
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on the multivalent versus monovalent display of the ligand on the protein material, 
identifying both parameters as determinants of the CXCR4 specificity in the cellular 
penetrability of Rn. 
 
2. Materials and Methods 
 
2.1. Proteins and protein production 
 
Four  GFP-derived fusion  proteins,  namely R3-GFP-H6,  R6-GFP-H6, R7-
GFP-H6 and R9-GFP-H6 [11] were used in the present study upon recombinant 
production in bacteria.   As   previously   described,   R9-GFP-H6   was   modified   
by   directed mutagenesis to generate the other constructions, replacing arginines 
by glicines and alanines, in order to maintain the same length of peptide tag with 
different charges [11]. All of them are based on the same modular scheme (Figure 
1A), in which the cationic peptide is placed at the N-terminal end of a His-tagged 
GFP. For highly cationic  peptide  segments  such  disposition  promotes  the  self-
assembling  of  the modified  GFP  as  highly  stable  protein  nanoparticles,  which  
act  as  multivalent materials of interest as vehicles for cell-targeted drug delivery 
[12]. Escherichia coli Rosetta was grown in shaker flask in Lysogenic broth (LB) 
medium containing 34 mg/ml chloramphenicol, 12.5 mg/ml tetracycline (strain 
resistance) and 100 mg/ml ampicillin (vector resistance) at 37ºC 250 rpm, to reach 
an OD550 of ~0.6 units. Then, induction   of   gene   expression   was   triggered   
by   0.1   mM   isopropyl-b-D- thiogalactopyronaside (IPTG), and it was prolonged 
overnight at 20ºC. Bacterial cells were collected by centrifugation and resuspended 
in Wash buffer (Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM) in the 
presence of EDTA-Free protease inhibitor (Complete EDTA-Free; Roche), to be 
disrupted at 1200 psi using a French Press (Thermo FA-078A). The soluble 
fraction of  lysed cells  was  loaded  on  a  HiTrap Chelating HP 1 ml column (GE 
healthcare) to be purified by 6x His-tag  affinity chromatographyon an ÄKTA 
purifier (GE healthcare). Bound proteins were eluted with Elution Buffer (Tris 20 
mM pH 8.0, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM) in a linear gradient, and fractions 
containing the protein were then dialysed overnight at 4˚C against Tris Dextrose 
buffer (20 mM Tris 5 % dextrose pH 7.4, referred as Dextrose in the Figures) or 
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Tris NaCl buffer (20 mM Tris 500 mM NaCl pH 7.4, referred as NaCl in the 
Figures), depending on the solubility of each protein. The purity of the protein was 
determined by denaturing SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (12 % 
polyacrylamide) and anti-6x-His-tag Western Blot. Concentrations were determined 
by  Bradford’s  assay.  R9-GFP-H6  had  been  extensively  characterized  regarding 
several of its physicochemical properties, including self-assembling [13]. 
 
2.2. Fluorescence determination and dynamic light scattering (DLS) 
 
Proteins’   specific   fluorescence   was   determined   in   a   Varian   Cary   
Eclipse Fluorescence  Spectrophotometer  (Agilent  Technologies)  with  all  proteins  
being diluted to the same concentration (0.1 mg/ml) and then excited at a 
wavelength of 488 nm and the emission detected in the range 500-548 nm, with 
maximum emission detected  at  510  nm.  Volume  size  distribution  of  
nanoparticles  and  monomeric proteins were determined by dynamic light scattering 
at 633 nm (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Limited). Measurements were 
performed in triplicate. For disassembling assays, SDS (to 0.1 % or 0.05 %, final) 
was added to proteins previously diluted at 1 mg/ml, and the samples were incubated 
for 10 min and finally submitted to light scattering analysis. 
 
2.3. Ultrastructural characterization 
 
Morphometry (size and shape) of representative nanoparticles at nearly native 
state was evaluated with a Field emission scanning electron microscopy (FESEM) 
Zeiss Merlin (Zeiss) operating at 1 kV. Drops of 3 µl of R7-GFP-H6 in both Tris 
Dextrose and Tris NaCl buffers and R9-GFP-H6 in Tris Dextrose buffer were directly 
deposited on silicon wafers (Ted Pella Inc.) for 1 min, excess blotted with Whatman 
filter paper number 1 (GE Healthcare), air dried, and immediately observed without 
coating with a high resolution in-lens secondary electron detector. 
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2.4. Cell culture and internalization 
 
HeLa (ATCC-CCL-2) cells were cultured in MEM-alpha (GIBCO) 
supplemented with 10 % Foetal Calf Serum (GIBCO) and incubated at 37ºC and 5 % 
CO2. For internalization assays, cells were grown in 24-well plates on complete 
medium, which was replaced by OptiPro supplemented with L-Glutamine before the 
addition of the proteins. After 2 or 24 h of incubation, cells were detached from 
the plate with Trypsin (GIBCO) 1 mg/ml for 15 min before being analysed by flow 
cytometry on a FACS Canto (Becton Dickinson). Protein fluorescence was excited 
using a 15 mW air-cooled argon ion laser at 488 nm and detected by a 530/30 nm 
band pass filter D detector. In all internalization experiments the same 
concentration of protein was used (1 or 2 µM, as specified). The results were 
corrected with the fluorescence values obtained from fluorimetry to render data 
comparable in terms of protein mass. For competition assays, the specific CXCR4 
antagonist AMD3100 [14] (octahydrochloride hydrate, Sigma-Aldrich) was added to 
fresh OptiPRO medium to a 1:10 (protein: AMD3100) molar ratio. Nanoparticles 
were added after a 1 h incubation with AMD3100. 
 
2.5. Confocal microscopy 
 
For confocal microscopy HeLa cells were grown on Mat-Tek plates (MatTek 
Corporation). The nuclei were labelled with 10 µg/ml Hoechst 33342 (Invitrogen) and 
the plasma membrane with 2.5 µg/ml CellMaskTM Deep Red (Molecular Probes) for 
10 min at room temperature and then washed in PBS buffer (Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH). Live cells were recorded by TCS-SP5 confocal laser microscopy (Leica 
Microsystems) using a Plan Apo 63x/1.4 (oil HC x PL APO lambda blue) objective. 
Hoechst 33342 DNA label was excited with a blue diode (405 nm) and detected in 
the 415–460 nm range. GFP-proteins were excited with an Ar laser (488 nm) and 
detected in the 525–545 nm range. CellMask was excited with a HeNe laser (633 
nm) and detected in the 650–775 nm range. To determine the protein localization 
inside the cell, stacks of 20–30 sections were collected with 0.5 µm of thickness, and 
3D models were generated using Imaris software (Bitplane). 
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2.6. Statistical analysis 
 
Values are expressed as mean data and standard error. Multiple comparisons 
were performed by an Anova test followed by Fisher's least significant difference 
(LSD, two tailed) and pairwise comparisons by two-tailed Student t-tests using 
Microsoft Excel 2011, looking at p<0.01 and p<0.05. 
 
2.7. Numerical modeling 
 
The model depends on the parameter k and the integration constant L. To 
determine k and L, two couples of measurements (2 h and 24 h) were employed, 
namely t1, f1 = f(t1), and t2, f2 = f(t2). We assume t1 < t2; f1 < f2. Therefore, 
according to Eq. (4), 
 
 
By defining x = f1/L < 1, µ = t2/t1 > 1, and α = f2/f1 > 1, the second equality in the 
above equation leads to the following non-linear equation 
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3 RESULTS AND DISCUSSION 
 
R3-GFP-H6, R6-GFP-H6, R7-GFP-H6 and R9-GFP-H6 were successfully bio-
produced in E. coli (Figure 1B) and stored in either Tris Dextrose buffer (named as 
Dextrose in the figures) or Tris NaCl buffer depending on their solubility. R3 and R6 
derivatives were preferentially soluble in Tris NaCl buffer, R9 in Tris Dextrose buffer 
and R7 was found to be soluble in both (data not shown). All produced proteins were 
fluorescent, although with important variability between the checked species (Figure 
1C), strongly suggesting a differential impact (direct or indirect) of the differently 
charged amino terminal Rn tails on the folding status of the GFP variants. Since the 
buffer itself is not expected to affect fluorescence by itself, oligomerization and 
associated conformational changes might affect the emission capacity of the 
fluorophore or quench it. When analysing the potential of these constructs to form 
nanoparticles, linked to the nature of the cationic terminal domain, we confirmed the 
inability of R3 and R6 to promote self-assembling (Figure 2A, B), in agreement with a 
previous preliminary screening [11]. Interestingly, R7-GFP-H6 showed self-
assembling properties in Tris Dextrose resulting in nanoparticles of about 30 nm, but 
not in Tris NaCl in which the protein remained unassembled (Figures 2A and 2B). 
The higher salt content in the latest buffer might interfere with the electrostatic 
interactions needed between building blocks to start the oligomerization process [11] 
preventing nanoparticle formation. As previously described [13], R9-GFP-H6 
efficiently assembled as regular, toroid-shaped materials of 30 nm, that at difference 
of R7, did not show any secondary peak, that might correspond to oligomers 
intermediate between unassembled and fully assembled materials. In Dextrose-
containing buffer R9-GFP-H6 appeared larger than in conventional buffers [13], as 
the sugar probably stabilizes protein-protein cross-interactions. Interestingly, those 
protein versions that self-organized as oligomers rendered lower fluorescence 
emission levels than those that remained as building blocks (Figure 1C). This 
indicated that the architectonic organization of the whole material has an impact on 
the fluorescent emission of the core GFP, either by a perturbation on the individual 
building block conformation, as suggested by previous analyses of related self-
assembling fluorescent proteins [10], of by fluorophore quenching due to specific 
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derivatives were preferentially soluble in Tris NaCl buffer, R9 in Tris Dextrose buffer 
and R7 was found to be soluble in both (data not shown). All produced proteins were 
fluorescent, although with important variability between the checked species (Figure 
1C), strongly suggesting a differential impact (direct or indirect) of the differently 
charged amino terminal Rn tails on the folding status of the GFP variants. Since the 
buffer itself is not expected to affect fluorescence by itself, oligomerization and 
associated conformational changes might affect the emission capacity of the 
fluorophore or quench it. When analysing the potential of these constructs to form 
nanoparticles, linked to the nature of the cationic terminal domain, we confirmed the 
inability of R3 and R6 to promote self-assembling (Figure 2A, B), in agreement with a 
previous preliminary screening [11]. Interestingly, R7-GFP-H6 showed self- 
assembling properties in Tris Dextrose resulting in nanoparticles of about 30 nm, but 
not in Tris NaCl in which the protein remained unassembled (Figures 2A and 2B). 
The  higher salt  content in the latest  buffer might  interfere with  the  electrostatic 
interactions needed between building blocks to start the oligomerization process [11] 
preventing   nanoparticle  formation.   As   previously   described   [13],   R9-GFP-H6 
efficiently assembled as regular, toroid-shaped materials of 30 nm, that at difference 
of R7, did not show any secondary peak, that might correspond to oligomers 
intermediate between unassembled and fully assembled materials. In Dextrose- 
containing buffer R9-GFP-H6 appeared larger than in conventional buffers [13], as 
the sugar probably stabilizes protein-protein cross-interactions. Interestingly, those 
protein versions that self-organized as oligomers rendered lower fluorescence 
emission levels than those that remained as building blocks (Figure 1C). This 
indicated that the architectonic organization of the whole material has an impact on 
the fluorescent emission of the core GFP, either by a perturbation on the individual 
building  block  conformation,  as  suggested  by previous  analyses  of  related  self- 
assembling fluorescent proteins [10], of by fluorophore quenching due to specific 
protein-protein cross interactions [15]. Irrespective of these differences, the 
fluorescence emission was, in all cases, high enough to fast and accurately monitor 
cell internalization upon exposure and for the evaluation the potential mediation of 
CXCR4. 
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Figure 1. Production and preliminary characterization of Rn-containing GFP 
protein versions. A. Generic scheme of the modular protein construction. The linker 
sequence is GGGNS, and the precise amino acid sequence of the Rn peptides is 
indicated in the box. B Coomassie blue-stained PAGE-SDS gel  showing the  
integrity and  purity of  Rn-GFP-H6 recombinant proteins upon affinity 
chromatography (left). Proteolytic stability was confirmed by Western blot (right). 
The type of buffer used is indicated at the top, as well as the number of amino-
terminal arginine residues in each protein. The molecular mass of relevant markers 
(M) is indicated in kDa. C. Fluorescence emission of equal amounts of each protein. 
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Figure 2. Assembling of Rn-containing GFP proteins. A.DLS size determination 
of protein self-assembling. In the inset, peak and PDI data for all proteins. The size 
of unassembled proteins (6-8 nm) might correspond to GFP dimers acting as 
building blocks. B. FESEM imaging of protein nanoparticles formed in Dextrose 
buffer. Representative fields of R7-GFP- H6 samples in NaCl buffer are also shown 
as negative controls. Bars size is 20 nm. 
 
 Cell penetrability of all these constructs was explored by the accumulation of 
intracellular fluorescence, in cultured HeLa cells exposed to them, after a harsh 
trypsin treatment to remove externally associated protein. As observed (Figure 3A), 
all proteins penetrate cells since early contact times, with  efficacies that  clearly 
depend on the number of arginines composing the tag at the protein amino terminus. 
Differences between proteins were largely amplified at long exposure times (24 h), 
especially in the case of R9-GFP-H6, that was clearly superior than the related 
polypeptides in the uptake. At 24 h, a penetrability of the assembled R7-GFP-H6 (in 
Tris  Dextrose)  higher  than  that  the  unassembled  version  (in  Tris  NaCl)  was 
Capítulo	4	-	Artigo	 	
 
100 
evidenced, pointing out the assembled form and the multivalent display of R7 as 
favouring agents of cell uptake. Although the number of arginine residues was a 
parameter that positively affected internalization, multimerization appeared to have 
an additive and more potent weight. Confocal imaging of the penetration process 
(Figure 3B) revealed clustering of fluorescent materials in the perinuclear region 
essentially in the case of the R9-based construct, with an intracellular distribution 
compatible with endosomal uptake. 
 
 
Figure 3. Cell penetrability of Rn-containing GFP proteins. A. Intracellular 
fluorescence accumulated in CXCR4+  HeLa cells upon exposure to unassembled 
and assembled Rn- based proteins, for different times and protein doses. Symbols 
are * p< 0.01; # p < 0.05. B. Orthogonal sections of 3D confocal images of target 
HeLa cells exposed for 24 h to 2 µM of either R7 or R9-based proteins. The green 
signal results from the protein fluorescence, while red signals label membranes and 
blue signals the cell nuclei. 
 
 To determine the involvement of CXCR4 as mediator of internalization we 
monitored this event in presence of AMD3100, a chemical ligand of CXCR4 that 
inhibits the binding of CXCR4-reactive proteins [14, 16]. As observed (Figure 4A), at 
early times after exposure the CXCR4 specificity of the uptake of monomeric 
versions increases with  the number  or  arginine  residues  in a  linear  way.  
However,  the  multivalent presentation of polyarginines seemed to promote 
receptor-independent penetrability, probably linked to the CPP nature of Rn, 
since the intracellular accumulation of fluorescence is poorly prevented by 
AMD3100 in the case of the oligomers. However, after 24 h of exposure, the 
inhibitory effect of AMD3100 is clearly more evident in the case of R9-GFP-H6 (and 
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also R7-GFP-H6) than in the rest of the materials. In this context it  must  be  noted  
that  the  assembled  R7  and  R9  versions  of  GFP  are indistinguishable  regarding  
stability,  as  both  are  equally  dissociated  by  different concentrations of SDS 
(Figure 4B). Therefore, dissociation for R7 and R9 constructs (and differential 
dissociation) is not expected under these experimental conditions. 
 
 
Figure 4. CXCR4-dependence in the internalization of Rn-based protein 
materials. A. Accumulation of intracellular fluorescence into CXCR4+ HeLa cells 
associated to different Rn- based  materials,  and  AMD3100-mediated  inhibition  of  
the  process.  The  signals  were recorded at two different times after exposure. 
Symbols are * p< 0.01; # p < 0.05. B. DLS size measurements of R7 and R9-based 
proteins upon incubation with SDS for 10 minutes. * Indicates statistically significant 
(p< 0.05). 
 
 Since both the number of N-terminal arginine residues and the oligomerization 
process might influence efficiency and specificity of protein penetration is highly 
relevant for the design of cell-targeted nanoparticle, we presented the obtained data 
(from Figure 4 A) in a more visual way for further analysis. 
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Figure 5. Internalization of Rn-based protein materials. A. Intracellular 
florescence in HeLa cells and percentage of AMD3100-mediated uptake inhibition 
upon 2 h and 24 h of exposure to Rn-based nanoparticles. B. Plotting of main kinetic 
parameters of protein uptake, namely L, v, τ and k (see Eq 3-5) versus the number of 
arginine residues at the N-terminus of proteins (Rn). Uptake experiments in presence 
of AMD3100 are indicated (+AMD). 
 
 
 As observed (Figure 5A), the number of arginine residues positively influenced 
the amount of internalized fluorescence both 2 h and 24 h upon exposure. 
Oligomerization, affecting only R7- and R9-based materials, showed a moderate 
impact on the global uptake process, that was dissimilar when comparing short and 
long times. On the other hand, the % of uptake inhibition mediated by AMD3100 also 
increased along the number of arginine residues, at 24 h but not from the 
determinations done 2 h upon exposure. While the specificity for CXCR4 appears as 
being globally gained by the accumulation of cationic residues, that progressively 
convert  Rn-based CPPs into  CXCR4 ligands, data  also  suggested a  differential 
uptake mechanisms acting at short and long incubation times. To better analyze this 
possibility, we modelled the penetration of protein nanoparticles in a kinetic way. For 
that, we selected the simplest model by assuming a constant rate of nanoparticle 
(t) as a function of time t, 
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              (3) 
The intracellular fluorescence emission f(t) is proportional to the amount of 
internalized protein,  
                    (4) 
 
and the initial entry rate of fluorescent materials is 
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The  intracellular  fluorescence  emission  f(t)  is  proportional  to  the  amount  of 
internalized protein, 
 
and the initial entry rate of fluorescent materials is 
 
The value of k refers to the time τ= 𝑙𝑛2/𝑘 needed to reach one half of the maximum 
fluorescence L accumulated in target cells. When these parameters were determined 
versus the number of arginine residues at the N terminus of the proteins (Rn) for 
exposures in absence and in presence of the inhibitor AMD3100, we obtained 
graphical determinations of their behavior (Figure 5B). Importantly, the global amount 
of internalized protein L increased with the Rn value, confirming the positive impact 
that the number of arginines has in the global penetrability of proteins, that appears 
as being further (but slightly) enhanced by the oligomerization of the building blocks. 
Irrespective of the precise mechanism of entrance this can be accounted by increase 
in the positive charge but also by the multivalent exposure of Rn versus a 
monovalent display in unassembled proteins [3]. On the other hand, the initial 
penetration velocity of proteins (v) increases with Rn values for unassembled 
proteins but it is inversely proportional to the number of arginines in nanoparticles. In 
presence of AMD3100, that blocks CXCR4-specific penetration and only unspecific 
CPP-based uptake is allowed, v tends to be constant. This is indicative that the 
number or arginines impacts only (or majorly) on the receptor-dependent penetration 
of the proteins that starts very fast upon protein-cell contact. In addition, the 
comparative behavior of v in absence and in presence of AMD3100 also indicates 
that oligomerization globally enhances the CPP properties of proteins what promotes 
a fast and early entrance into the cells after exposure. Inversely, oligomerization, and 
the increase of the number of arginine residues in the oligomers minimizes specificity 
in early penetration stages. By analyzing k, that can be also interpreted in terms of 
the half time (τ) to reach the maximal intracellular accumulation of protein, we 
determined that the jump from R7 to R9 (but not oligomerization itself) expands the 
time period in which the penetration process does occur. However, when AMD3100 
is present, the duration of the penetration process is also expanded depending on 
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The value of k refers to the time τ       needed to reach one half of the maximum 
fluorescence L accumulated in target cells. When these parameters were determined 
versus the number of arginine residues at the N terminus of the proteins (Rn) for 
exposures in absence and in presence of the inhibitor AMD3100, we obtained 
graphical determinations of their behaviour (Figure 5B). Importantly, the global 
amount of internalized protein L increased with the Rn value, confirming the positive 
impact that the number of arginines has in the global penetrability of proteins, that 
appears as being further (but slightly) enhanced by the oligomerization of the building 
blocks. Irrespective of the precise mechanism of entrance this can be accounted by 
increas  in the positive charge but als  by the multivalent exposure of Rn versus a 
monovalent display in unassembled prot ins [3]. On the othe hand, the initial 
penetration velocity of proteins (v) increases with R  values for unassembled 
proteins but it is inversely proportional to the number of argi ines in nanoparti les. In 
presenc  of AMD3100, that blocks CXCR4-specific penetration and only unsp cific 
CPP-based uptake is allowed, v tends to be constant. This is indicative that the 
number or arginines impacts only (or majorly) on the receptor-dependent penetration 
of the proteins that starts very fast upon protein-cell contact. In addition, the 
comparative behavior of v in absence and in presence of AMD3100 also indicates 
that oligomerization globally enhances the CPP properties of proteins what promotes 
a fast and early entrance into the cells after exposure. Inversely, oligomerization, and 
the increase of the number of arginine residues in the oligomers minimizes specificity 
in early penetration stages. By analyzing k, that can be also interpreted in terms of 
the half time (τ) to reach the maximal intracellular accumulation of protein, we 
determined that the jump from R7 to R9 (but not oligomerization itself) expands the 
time period in which the penetration process does occur. However, when AMD3100 
is present, the duration of the penetration process is also expanded depending on 
the Rn value. Therefore, the unspecific penetrability of Rn-based constructs based 
on their CPP properties is a time-prolonged process that is favored when the 
CXCR4-dependent endosomal penetration is not available. 
Altogether, these data indicate the coexistence of two different mechanism of 
penetrability of Rn-empowered proteins, namely CXCR4-dependent uptake and 
unspecific CPP-based internalization, that act differentially during the time of contact 
between cells and materials. In presence of free CXCR4, proteins remain probably 
attached to the receptor and initiate a fast process of penetration. When CXCR4 is 
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the Rn value. Therefore, the unspecific penetrability of Rn-based constructs based 
on their CPP properties is a time-prolongued process that is favored when the 
CXCR4-dependent endosomal penetration is not available. 
Altogether, these data indicate the coexistence of two different mechanism of 
penetrability of Rn-empowered proteins, namely CXCR4-dependent uptake and 
unspecific CPP-based internalization, that act differentially during the time of contact 
between cells and materials. In presence of free CXCR4, proteins remain probably 
attached to the receptor and initiate a fast process of penetration. When CXCR4 is 
blocked by AMD3100 or CXCR4 paratopes are saturated by earlier contacts, cell 
penetrability is unspecific and much slower. The relative prevalence of both 
mechanisms in also largely influenced by the value of Rn and by the oligomerization 
status of the protein. The specificity in the cell penetration is reduced by 
oligomerization and by the Rn value of the oligomers at short times upon exposure, 
while globally, the increase of Rn and the formation of multivalent structures 
increases the total amount of intracellular material and its receptor-depended uptake.  
4. Conclusions 
 
 In summary, despite polyarginines have been generically observed as highly 
potent CPPs  useful  as  an  internalization  tag  in  cell  therapy  [6],  their  known  
residual specificity for the cell surface cytokine receptor CXCR4 can be enhanced by 
a proper presentation  of  the  cationic  stretch.  As  shown  here,  this  can  be  
achieved  by extending the number of arginine residues and with a milder impact of 
the multimeric presentation on the surface of targeting vehicles. Since polyarginines 
are highly cationic and they act also as oligomerization domains [9], R9 and related 
species can confer to fusion proteins both self-assembling and cell-targeting 
properties. Being CXCR4 an appealing target in innovative cancer therapies and in 
antiretroviral treatments  [2,  4,  5,  7, 14,  16-20],  R9  and related  peptides  might  
represent  an additional  instrument  for  the  design  of  improved  vehicles  for  
intracellular  drug delivery. Albeit the CXCR4 specificity of polyarginines might not be 
absolute, even in their optimal presentation (Figure 4A), their use in combination with 
other CXCR4 ligands might allow the generation of new-generation bi-paratopic 
vehicles, that are extremely appealing for enhanced specificities and efficiency in 
receptor-mediated drug delivery [21-24]. In vehicles with such combined functional 
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agents, the residual CPP activities of polyarginines might enhance penetrability and 
endosomal escape more efficiently than completely unspecific fusogenic peptides 
that such as HA2, tend to impair selectivity of the accompanying cell ligands [25]. 
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1. Quantificação de TNF-α produzido por macrófagos derivados de 
medula em resposta à T-Rp3  
  
Diante da perspectiva de realizar ensaios in vivo, era essencial analisar se a 
proteína T-Rp3 seria capaz de elicitar respostas imunológicas preocupantes. Para 
avaliar isso, foi estabelecida uma colaboração com o Prof. Marco Aurélio Vinolo (IB-
UNICAMP) para analisar a resposta inflamatória à proteína em macrófagos 
derivados de medula óssea, através da quantificação de TNF-α. Para este ensaio, 
adaptamos o protocolo de produção de T-Rp3 tal qual o usaríamos nos seguintes 
ensaios in vivo, adicionando uma etapa cromatográfica de remoção de endotoxinas 
com a membrana Sartobind STIC PA nano (Sartorius). 
 
1.1. Metodologia  
 
Os macrófagos foram preparados de acordo com o protocolo de 
Weischenfeldt e Porse (Weischenfeldt and Porse, 2008). Basicamente são 
macrófagos primários extraídos de medula óssea que crescem na presença de M-
CSF (Fator Estimulador de Colônias de Macrófagos), e nestas condições se 
proliferam e se diferenciam em uma população homegênea e madura de 
macrófagos derivados de medula (BMM). Para o experimento são semeadas 5 x 106 
células por poço em uma placa de 24 poços, e mantidas em meio RPMI acrescido 
de 10% v/v de soro fetal bovino. Os complexos de plasmídeo:proteína bem como os 
controles foram preparados e acrescidos aos poços contendo meio suplementado 
recém trocado, na presença ou não de LPS. Após 24 horas o sobrenadante foi 
coletado e armazenado, e TNF-α foi quantificado por ELISA. O experimento foi 
realizado em triplicata. 
1.2. Resultados 
 
A quantificação de TNF-α foi realizada na presença/ausência de LPS para 
avaliar o potencial inflamatório em um quadro de ativação prévia da resposta 
inflamatória, sendo que o resultado pode ser visto na figura 5.1.  
  
Capítulo	5	–	Resultados	complementares	 	
 
110 
 
Figura 5.1: Resposta de BMM a T-Rp3. Quantificação por ELISA de TNF-α 
produzido por BMM em resposta a T-Rp3, na presença ou não de LPS. A proteína T-
Rp3 foi analisada sozinha ou complexada com pDNA, e comparada ao controle de 
pDNA. 
 
Verificou-se que a produção de TNF-α aumenta na presença de LPS, o que, 
além de esperado, é um controle do próprio experimento. O plasmídeo é 
responsável pelo maior aumento na produção de TNF-α, o que pode ser explicado 
por sua capacidade natural de gerar resposta inflamatória, ainda que seja digno de 
nota que o plasmídeo utilizado foi purificado por um kit (Illustra Plamid Prep Midi 
Flow - GE Healthcare) que não inclui nenhuma etapa específica de remoção de 
endotoxinas. De acordo com este experimento, a proteína T-Rp3 não apenas não 
elícita resposta inflamatória, como ainda reduz o efeito pró-inflamatório do pDNA, 
possivelmente por condensá-lo e envolvê-lo.  
 
2. Avaliação de T-Rp3 como vetor de entrega gênica em modelo de 
vacina de DNA 
 
 Uma vez que constatamos que T-Rp3 não elicita respostas inflamatórias 
preocupantes, prosseguimos para a avaliação da eficiência de entrega gênica in 
vivo, através de uma colaboração com o Prof. Luís Carlos Ferreira (ICB-USP), em 
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modelo de vacina de DNA. A abordagem do grupo colaborador se baseia no 
plasmídeo vacinal pgDE7h, que contêm o gene da oncoproteína E7 de human 
papillomavirus tipo 16 (HPV-16). Este gene está fusionado ao da glicoproteína D do 
vírus herpes simples tipo 1, que favorece a ativação de resposta imunológica. Esta 
sequencia está clonada em um vetor pUMVC3 (Aldevron, USA). Segundo os 
resultados já obtidos pelo grupo, a inoculação deste plasmídeo ativa os linfócitos T 
CD8+ produtores de interferon γ (IFNγ), gerando proteção contra células tumorais 
TC-1 (células tumorais modificadas para expressarem E6 e E7) previamente 
inoculadas em camundongos C57/BL6, impedindo assim a progressão tumoral 
(Diniz et al., 2013). 
 
2.1. Adaptação ao modelo e administração intramuscular 
 
 A aplicação de T-Rp3 como vetor de entrega em um modelo de administração 
intramuscular exigiu algumas adaptações, fazendo-se necessária ainda a 
caracterização da interação da proteína com o plasmídeo vacinal. 
 
2.1.1. Metodologia 
 
Complexos pDNA-T-Rp3 foram avaliados quanto a sua capacidade de 
interagir com o plasmídeo pgDE7h. Para tanto, foi realizado um ensaio de 
retardamento de em gel de agarose (gel shift) comparando o plasmídeo repórter 
(pVAX/LUC) com o plasmídeo vacinal.  Em relação ao tamanho de partícula, a 
cinética de diâmetro (zeta-average) foi analisada ao longo de 15 minutos. Os 
complexos foram formados com 8 µg de pDNA e uma quantidade correspondente de 
proteína para gerar a razão molar de DNA:T-Rp3 pretendida em um volume final de 
800 µl. Cada amostra foi submetida a seis leituras, e o diâmetro mensurado pela 
técnica de dispersão de luz dinâmica, ou DLS (Dynamic Light Scattering) utilizando o 
equipamento Zetasizer 3000 (Malvern, Inglaterra). Para otimizar o tampão de diálise 
da proteína, o mesmo ensaio de DLS foi realizado alterando apenas a quantia de 
plasmídeo (8 ou 10 µg de pDNA) e a duração do experimento, de 60 minutos neste 
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caso. Em tais condições comparou-se a proteína dialisada contra dois tampões 
distintos: HEPES pH 7,3 e MES pH 6,0 
Para os ensaios de transfecção in vivo foram utilizados grupos de 5 
camundongos C57BL/6 fêmeas de 8-10 semanas injetados por via subcutânea com 
7,5 x 104 células tumorais TC-1 ressuspendidas em meio sem FBS no flanco direito 
do animal. Após 3 dias os animais receberam injeção intramuscular de 8 µg de 
pDNA naked (controle) ou pDNA-T-Rp3, aplicados no musculo tibial (50 µL em cada 
pata). O crescimento tumoral foi monitorado por apalpação e inspeção visual 3 
vezes por semana, e o diâmetro do tumor era medido quando detectado. 
Intracellular cytokine staining (ICS) foi realizado em amostras de sangue coletadas 
17 dias após o desafio, conforme previamente descrito (Diniz et al., 2013). O 
sangue, já tratado e sem células vermelhas, foi aplicado em placas de 96 poços de 
fundo redondo a 106 células por poço com 10 mg/ml de Brefeldin A (Biosciences, 
USA), na presença ou não de 3 mg/ml do peptídeo E7 (RAHYNIVTF - aminoácidos 
49–57). Após incubação, as células foram marcadas com anticorpo anti-CD8a 
conjugado com FITC, e após fixação e permeabilização, marcadas com anticorpo 
anti-IFNγ conjugado com PE. As células foram examinadas por citometria de fluxo 
usando um equipamento FACS Fortessa (BD Biosciences) e os dados foram 
analisados usando FlowJo software (TreeStar, OR, USA). Adicionalmente foram 
analisados os anticorpos IgG anti-GD realizando ELISA em placas revestidas com 
250 ng/poço de fragmento E7 purificado, utilizando o método da peroxidase, 
conforme já descrito. 
 
2.1.2. Resultados 
 
Os resultados do retardamento em gel de agarose sugerem que  a 
complexação pDNA-proteína ocorre de maneira adequada e similar ao plasmídeo 
repórter pVAX-LUC utilizado in vitro, inclusive em razões molares inferiores à 
utilizada nas imunizações, conforme observado na figura 5.2.  
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Figura 5.2: Retardamento em gel de agarose 0,8% comparando a complexação 
dos dois plasmídeos em diferentes relações molares de pDNA-T-Rp3 
 
No experimento de DLS (figura 5.3) observamos que o tamanho da 
nanopartícula não é afetado pela substituição do plasmídeo repórter pelo vacinal, e 
que mesmo em uma relação molar mais baixa (1:4000) obtemos nanopartículas 
estáveis ao longo do tempo e com tamanho adequado aos ensaios propostos. 
 
 
       
Figura 5.3: DLS das nanopartículas com pDNA vacinal. Análise do tamanho 
médio da partícula ao longo do tempo, comparando o plasmídeo repórter (pVAX-
LUC) e o vacinal (pgDE7h). 
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Para os ensaios de transfecção in vivo foram realizados dois experimentos 
isolados e em ambos o regime terapêutico com o plasmídeo pgDE7h seguiu 
conforme indicado na figura 5.4. 
 
                    
Figura 5.4: Regime vacinal terapêutico utilizado nas imunizações em 
camundongos C57BL/6 com os complexos DNA-T-Rp3. Camundongos C57BL/6 (8-
10 semanas) foram inoculados com 7,5x104 células da linhagem TC-1 pela via 
subcutânea e imunizados pela via intramuscular com 8 µg pgDE7h complexados ou 
não à T-Rp3 3 dias depois. Amostras individuais de sangue foram coletadas 14 dias 
após a imunização para ensaios de resposta celular específica. Os camundongos 
foram sacrificados 21 dias após o Desafio TC-1 ou quando os tumores atingiram 1 
cm de diâmetro. Os animais sobreviventes foram monitorados por um período total 
de 60 dias. 
 
Para a primeira imunização foram utilizados três grupos: (1) Não vacinados 
(“Controle”), (2) imunizados com 8 µg pgDE7h em PBS (“DNA”) e (3) imunizados 
com o complexo DNA-T-Rp3 em HEPES pH 7,3 na razão molar 1:8000 (“1:8000”). A 
análise da progressão tumoral indicou que houve sobrevivência de 40% dos animais 
imunizados com apenas o plasmídeo (“DNA”), os quais apresentaram tumores com 
volume menor que 500 mm3 após 60 dias da inoculação das células TC-1. 
Entretanto, o grupo vacinado com DNA associado à T-Rp3 mostrou uma progressão 
do crescimento tumoral semelhante ao grupo controle (Figura 5.5 A). A análise da 
resposta celular através da porcentagem de linfócitos T CD8+IFN-γ+ E7-específicos 
sobre o total de linfócitos CD8+ apontou para uma tendência de aumento da 
porcentagem no grupo vacinado com DNA-T-Rp3, mas a diferença não foi 
estatisticamente significativa (Figura 5.5 B). 
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Figura 5.5: Resposta a imunização IM na relação 1:8000. Resposta anti-tumoral 
obtida após imunização com complexos DNA-T-Rp3. Camundongos C57BL/6 foram 
imunizados com 8 µg de DNA complexados ou não com a proteína recombinante T-
Rp3 na razão molar DNA:proteína 1:8000. Animais não vacinados foram 
considerados o grupo Controle da imunização. (A) Sobrevivência apresentada pelos 
grupos de vacinação até 60 dias do Desafio TC-1. (B) Resposta E7-específica de 
amostras de células mononucleares do sangue periférico, coletadas 14 dias após a 
imunização. ns = não significativo segundo teste estatístico ANOVA utilizando o pós-
teste de Tukey. Os dados apresentados correspondem a um experimento (n=5)..  
 
Devido à necessidade de se utilizar grandes quantidades de pDNA em um 
volume proporcionalmente menor ao utilizado até então nos ensaios in vitro (4 µg de 
pDNA em 200 µL) (Favaro et al., 2014), e diante dos resultados negativos de 
imunização mostrados anteriormente, o objetivo dos experimentos seguintes foi 
explorar a otimização dos complexos pDNA-T-Rp3. De fato, e diferentemente do que 
ocorre com o plasmídeo pVAX-LUC utilizado in vitro, os complexos formados pela 
associação de T-Rp3 e pgDE7h na razão 1:8000 (8 µg de pDNA em 200 µL) em 
HEPES pH 7,3 resultaram em uma acentuada e indesejável precipitação – 
observada momentos antes da inoculação. Como não era recomendável reduzir a 
concentração de complexos e nem aumentar o volume da reação para não expor os 
animais a desconforto físico, optou-se por alterar o tampão de diálise da proteína 
(veículo da formulação) visando reduzir o pH do tampão e, desta maneira, 
desfavorecer a agregação. Por meio da técnica de DLS, foram avaliados os 
diâmetros dos complexos formados em dois tampões diferentes: HEPES em pH 7,3, 
originalmente utilizado, e MES em pH 6,0, e apresentados em um gráfico de cinética 
Z-average vs tempo (Figura 5.6), avaliando a mesma condição daquela usada nos 
experimentos in vivo (8 µg de pDNA em 200 µL) e em uma condição mais extrema 
(10 µg de pDNA em 200 µL) (Figura 5.6). Resultados mostram que, em ambos os 
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tampões, há uma tendência à agregação do complexo pDNA:proteína 
proporcionalmente ao tempo de interação porém, a agregação ocorre em menor 
grau quando os complexos são formados em MES pH 6,0 resultando em partículas 
de diâmetro menor. Com isso estabeleceu-se para os ensaios in vivo seguintes a 
utilização de complexos menores (até 200 nm) formados com 8 µg de pgDE7h em 
tampão MES pH 6,0 e com tempo de incubação de apenas 10 minutos. 
 
             
               
Figura 5.6: DLS em diferentes tampões. Comparação do tamanho dos complexos 
formados por pDNA:T-Rp3  ao longo do tempo utilizando diferentes concentrações 
de complexo. Complexos formados com diferentes quantidades de pDNA e T-Rp3 
em tampão HEPES pH 7,3 ou MES pH 6,0 na razão 1:8000 foram testados quanto 
ao diâmetro de partícula (Z-average) em relação ao tempo de interação. Os dados 
correspondem à média dos valores obtidos para cada amostra em um determinado 
intervalo de tempo. 
 
Para a segunda imunização, foi utilizado o mesmo regime vacinal (Figura 5.4) 
e quatro grupos de imunização: (1) Não vacinados (“Controle”), (2) imunizados com 
8 µg de pgDE7h em PBS (“DNA”) e vacinados com o complexo DNA-T-Rp3 em 
tampão MES pH 6,0 nas razões molares (3) 1:8000 ou (4) 1:4000. Os resultados de 
sobrevivência e resposta celular não se mostraram promissores e nenhum dos 
animais imunizados com o complexo DNA-proteína apresentou diminuição da 
progressão tumoral ou sobrevida maior em relação ao grupo DNA nas condições 
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pré-estabelecidas. A análise da resposta celular medida pela porcentagem de 
linfócitos T CD8+IFN-γ+ E7-específicos sobre o total de linfócitos CD8+ também não 
resultou em aumento significativo nos grupos DNA-T-Rp3 em relação ao grupo DNA 
(Figura 5.7).   
 
 
Figura 5.7: Resposta a imunização IM em diferentes relações molares. 
Resposta anti-tumoral obtida após imunização com complexos DNA-T-Rp3. 
Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 8 µg de DNA complexados ou não 
com a proteína recombinante T-Rp3 nas razões molares DNA:proteína 1:8000 e 
1:4000 em tampão MES pH 6,0. Animais não vacinados foram considerados o grupo 
Controle da imunização. (A) Sobrevivência apresentada pelos grupos de vacinação 
até 60 dias do Desafio TC-1. (B) Resposta E7-específica de amostras de células 
mononucleares do sangue periférico coletadas 14 dias após a imunização. ns = não 
significativo segundo teste estatístico ANOVA utilizando o pós-teste de Tukey. Os 
dados apresentados correspondem a um experimento (n=4). 
 
Além da resposta celular, também foram avaliadas resposta de anticorpos 
IgG totais anti-gD – uma das proteínas codificadas pelo plasmídeo vacinal pgDE7h 
que costuma gerar títulos mais altos que a proteína E7 – na tentativa de se observar  
potencialização na resposta imune humoral e algum efeito imunogênico da 
formulação. Entretanto, nenhuma diferença estatística foi observada entre os valores 
de títulos obtidos dos animais vacinados com DNA complexado nem em relação ao 
grupo Controle e nem ao grupo DNA (Figura 5.8).  
 
 
Capítulo	5	–	Resultados	complementares	 	
 
118 
                               
Figura 5.8: Resposta humoral a imunização IM. Resposta humoral específica 
obtida após imunização com complexos DNA-T-Rp3. Camundongos C57BL/6 foram 
imunizados com 8 µg de DNA complexados ou não com a proteína recombinante T-
Rp3 nas razões molares DNA:proteína 1:8000 e 1:4000 em tampão MES pH 6,0. 
Animais não vacinados foram considerados o grupo Controle da imunização. 
Amostras individuais de sangue foram coletadas 15 dias após a imunização para 
realização do teste ELISA e obtenção do título de anticorpos IgG anti-gD. Os dados 
apresentados correspondem à média dos valores obtidos com pool de soros em dois 
experimentos independentes realizados em duplicata (n=4). 
2.2. Rastreamento da expressão gênica por in vivo imaging 
 
Diante dos resultados insatisfatórios de indução de resposte imune e, uma 
vez descartada a possibilidade de falha ou dificuldades durante a interação pgDE7h-
T-Rp3, especulamos que a baixa eficiência de T-Rp3 como vetor de entrega 
pudesse ser acreditada a uma ineficiente ativação da resposta imunológica ou a 
uma baixa eficiência de entrega in vivo. Para ampliar nossas compreensão, 
realizamos ensaios in vivo de expressão gênica para avaliar a capacidade da 
proteína T-Rp3 em promover melhora na entrega do plasmídeo pVAX-LUC, 
independente das respostas imunológicas desencadeadas.  
 
2.2.1. Metodologia 
 
A eficiência foi avaliada nas condições otimizadas e testadas anteriormente, 
isto é, pDNA-T-Rp3 na razão molar 1:8000 e 1:4000 em tampão MES pH 6,0. A 
entrega do pDNA neste caso foi avaliada pela intensidade de bioluminescência 
gerada em animais inoculados com a T-Rp3 complexada ao plasmídeo que codifica 
o gene repórter luciferase (pVAX-LUC) 24, 48 e 72 horas após a administração 
intramuscular. Para detecção da atividade da luciferase in vivo, foram utilizados 
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camundongos C57BL/6 fêmeas de 8-10 semanas inoculados com o complexo 
pDNA-T-Rp3 em diferentes razões molares pelas vias intramuscular (100 µl em cada 
pata) ou subcutânea (200 µl). As diferentes condições experimentais analisados 
estão resumidas na Tabela 1.  
Tabela 1: Condições avaliadas em cada um dos 3 experimentos de in vivo 
imaging 
 
 
Os resultados de bioluminescência foram obtidos 10 a 15 minutos após 
inoculação por via intraperitoneal de luciferina (Promega) na concentração de 150 
mg/kg de peso corpóreo em solução salina. Os animais foram anestesiados com 
isofluorano e visualizados no equipamento IVIS® Spectrum (Caliper) 24, 48 ou 72 
horas após a transfecção. As imagens de bioluminescência foram exibidas no modo 
“fótons” e analisadas posteriormente no próprio equipamento para obtenção dos 
valores de radiância (p/s/cm2/sr), que se refere ao número de fótons por segundo 
por área de tecido em um ângulo sólido (“stearadian”, “sr”).  
 
 
Experimento 
Quantidade 
de animais 
Relações 
molares 
avaliadas 
Controles 
Tempos 
analisados 
Via de 
administração 
1 8 ♀ C57/BL6 
1:4000 
1:8000 
pDNA 
Veículo 
48h intramuscular 
2 14 ♀ C57/BL6 
1:50 
1:250 
1:500 
1:1000 
1:1500 
pDNA 
Veículo 
24h 
48h 
72h 
intramuscular 
3 14 ♀ C57/BL6 
1:50 
1:250 
1:500 
1:1000 
1:2000 
1:4000 
pDNA 48h Subcutânea 
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2.2.2. Resultados 
 
A análise da expressão gênica através de in vivo imaging gerou os resultados 
apresentados na figura 5.9. 
 
            
Figura 5.9: Ensaios de expressão gênica in vivo do complexo pDNA-T-Rp3 
inoculado pela via intramuscular. Os animais (2 por grupo) foram administrados 
com 8 mg de pVAX-LUC complexados à proteína T-Rp3 nas razões molares 1:8000 
e 1:4000 em um volume final de 100 µl (50 µl em cada pata). (A) Imagens e (B) 
Valores de bioluminescência obtidos 24, 48 ou 72 horas após a inoculação e 10-15 
minutos depois da administração de luciferina e apresentados como radiância média 
da intensidade do sinal. Significância estatística: (*) p<0,05 (ANOVA). 
Os resultados de intensidade de bioluminescência obtidos neste experimento 
demonstraram que a inoculação do plasmídeo não-complexado gerou aumento da 
intensidade do sinal 24 horas após a inoculação, porém, quando complexados com 
T-Rp3, essa bioluminescência deixa de ser detectada. O mesmo fenômeno ocorreu 
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durante um segundo experimento de transfecção in vivo utilizando menores razões 
molares de pDNA:proteína 24 horas após a administração (Figura 5.10). 
 
          
Figura 5.10: Ensaios de expressão gênica in vivo do complexo pDNA-T-Rp3 em 
razões molares menores que 1:4000. Os animais (2 por grupo) foram 
administrados com 8µg de pVAX-LUC complexados à proteína T-Rp3 em diferentes 
razões molares em um volume final de 100 µl (50 µl em cada pata). Valores de 
bioluminescência obtidos 24 ou 48 horas após a inoculação e 10-15 minutos depois 
da administração de luciferina, apresentados como radiância média da intensidade 
do sinal. Significância estatística: (*) p<0,05 (ANOVA). 
 
Como última tentativa para se observar uma possível potencialização da 
entrega de plasmídeos in vivo, complexos pVAX-LUC-T-Rp3 em diferentes razões 
molares foram administrados por outra via, a subcutânea e avaliados quanto à 
bioluminescência gerada 48 horas após a inoculação (Figura 5.11). Apesar de não 
se detectar luminescência no grupo pDNA, nenhum aumento estatisticamente 
significativo da mesma foi observado com os complexos pDNA-proteína testados. 
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Figura 5.11: Ensaios de expressão gênica in vivo do complexo pDNA-T-Rp3 
administrados pela via subcutânea. Os animais (2 por grupo) foram administrados 
com 8µg de pVAX-LUC complexados à proteína T-Rp3 em diferentes razões 
molares em um volume final de 100 µl (50 µl em cada pata). (A) Imagens e (B) 
Valores de bioluminescência obtidos 48 horas após a inoculação e 10-15 minutos 
depois da administração de luciferina, apresentados como radiância média da 
intensidade do sinal. 
 
Em conjunto com os resultados obtidos nas imunizações com o plasmídeo 
vacinal pgDE7h, os dados de transfecção in vivo mostram que, quando complexados 
à proteína T-Rp3, o plasmídeo perde a capacidade de ser expresso na célula, 
refletindo isso na sua capacidade de promover a indução de resposta imune no caso 
da vacina de DNA, em comparação com os efeitos observados após administração 
do  plasmídeo nu, não-complexado. Esse mesmo comportamento já foi descrito para 
sistemas lipídicos formados por polietilenoglicol (PEG) e polietilinoimina (PEI) e 
pDNA (Bivas-Benita et al., 2010; Merdan et al., 2005). Merdan e colaboradores 
(Merdan et al., 2005) mostraram que os complexos possuem uma estabilidade dose-
dependente na circulação após injeção intravenosa, onde baixas doses de pDNA 
(~1,5 µg) resultaram na rápida separação do pDNA do complexo PEG-PEI e 
subsequente degradação do DNA, sugerindo que cadeias relativamente longas de 
PEG desestabilizam os complexos in vivo, possivelmente por meio de interações 
entre células circulantes ou superfícies endoteliais com o núcleo positivo dos 
complexos. Tal instabilidade, por sua vez, não é observada em ensaios in vitro, 
indicando então que complexos otimizados in vitro nem sempre se comportam de 
maneira similar in vivo. Ainda, Bivas-Benita (Bivas-Benita et al., 2010) observaram 
que a capacidade dos complexos PEI-DNA em promover aumento na expressão 
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gênica está intimamente relacionada à via de inoculação. Ensaios de expressão in 
vivo com luciferase demonstraram que a complexação do DNA com PEI é eficiente 
apenas quando a formulação é administrada pela via pulmonar e não pela via 
intramuscular (na qual se observa a diminuição do sinal de bioluminescência em 
relação à inoculação do DNA nu), indicando um possível potencial de aplicação de 
sistemas de entrega por vias alternativas e não-parenterais. Diante disso, 
especulamos que a administração intratraqueal poderia favorecer a eficiência do 
complexo pDNA-T-Rp3, uma vez que ambas as vias analisadas até o momento 
(intramuscular e subcutânea) são parenterais.  
 
2.3. Administração intratraqueal 
  
Visando avaliar uma via de administração não-parenteral, os animais foram 
imunizados pela via intratraqueal e desafiados com células TC-1 sublinguais. 
 
2.3.1. Metodologia 
 
Para a imunização por via de mucosa, foram utilizados 15 µg do plasmídeo 
vacinal pgDE7h, complexado com T-Rp3 na razão molar 1:500 em um volume final 
de 100 µl. Os complexos foram incubados por 10 minutos à temperatura ambiente e 
em seguida inoculados por via intratraqueal em camundongos previamente 
anestesiados com ketamina e xilazina. O mesmo procedimento foi feito para a 
segunda dose, realizada 12 dias depois. É digno de nota que, ao contrário do regime 
terapêutico anterior, desta vez os animais são desafiados após administração da 
vacina, se tratando então de uma abordagem apenas profilática, ao contrário da 
estratégia anterior que era profilática e terapêutica.  A proteína T-Rp3 foi comparada 
neste ensaio ao lipídeo catiônico Brometo de Dioctadecildimetilamônio (DODAB), e 
ao polímero catiônico Polietilenoamina (PEI).  Foram utilizados 8 animais por grupo, 
sub-divididos em grupos de 5 e 3 animais para avaliação do crescimento tumoral e 
da resposta imune específica no lavado bronco-alveolar (BAL), respectivamente, 
uma vez que para o ensaio de BAL os animais devem ser previamente sacrificados. 
Neste modelo as células TC-1 utilizadas no desafio são inoculadas na língua de 
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camundongos da linhagem C57BL/6, na concentração de 5 x 104/10 µl/animal (ou 5x 
106 células/ml).  
Os animais imunizados foram avaliados quanto à frequência de linfócitos T 
CD8+ E7-específicos contidos em amostras de células mononucleares do sangue 
periférico (amostras individuais de grupos de 5 animais) ou em um pool de amostras 
de BAL obtidas de um grupo de 3 animais. Células do BAL foram obtidas após 
eutanásia dos animais e 3 lavagens sucessivas com aproximadamente 3 ml de PBS-
EDTA 2 mM seguidas de centrifugação. As células foram então utilizadas para 
avaliação da resposta imune específica por meio do ensaio de ICS, bem como as 
aquelas provenientes do sangue coletadas no mesmo dia da realização do BAL. 
 
2.3.2. Resultados 
 
O regime terapêutico utilizado nesta seção está representado na figura 5.12, 
que contém ainda uma imagem de como é realizada a administração intratraqueal. 
                            
Figura 5.12: Regime vacinal profilático de mucosa utilizado para os complexos 
pDNA-T-Rp3. Camundongos C57BL/6 (8-10 semanas) foram imunizados pela via 
intratraqueal (foto ilustrativa) com duas doses do plasmídeo vacinal pgDE7h 
complexados, com 12 dias de intervalo entre as doses. Após duas semanas da 2ª 
dose, os animais foram desafiados com 5x104 células tumorais TC-1 na língua. Os 
camundongos foram sacrificados entre 2 e 4 semanas após a injeção das células 
TC-1, dependendo da gravidade da lesão tumoral. 
 
No grupo tratado com pgDE7h-DODAB 2 dos 5 animais utilizados para 
avaliação do crescimento tumoral sofreram parada respiratória e foram à óbito no 
ato da imunização, revelando uma toxicidade relacionada aos complexos pDNA-
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DODAB. Já com os complexos pDNA-T-Rp3, não foi observada tal toxicidade 
durante as imunizações. O ensaio de ICS realizado 2 semanas após a 2ª dose tanto 
das células obtidas do sangue como as do BAL não se mostrou promissor, com 
frequências baixas de linfócitos citotóxicos E7-específicos para ambos grupos e sem 
diferença estatística em relação ao grupo controle não vacinado (Figura 5.13, A e B). 
No entanto, um dos animais de cada grupo vacinado não desenvolveu tumor após o 
desafio TC-1, correspondendo a 33% e 20% de animais livres de tumor para os 
grupos pDNA-DODAB e pDNA-T-Rp3, respectivamente, versus 0% dos animais do 
grupo controle (Figura 5.13 C). Vale ressaltar que os animais imunizados com os 
complexos de pDNA-T-Rp3 apresentaram um retardo no aparecimento das lesões 
tumorais, uma vez que 10 dias após o desafio, 60% dos animais ainda não 
apresentavam lesões aparentes 
 
 
Figura 5.13: Resposta anti-tumoral e sobrevivência obtidas após a primeira 
imunização com complexos pDNA-T-Rp3 pela via de mucosa. Camundongos 
C57BL/6 foram imunizados com 15 µg de pgDE7h complexados à T-Rp3 ou DODAB 
BF. Animais não vacinados foram considerados o grupo Controle da imunização. (A) 
Resposta E7-específica de amostras de células mononucleares do sangue 
periférico, coletadas 14 dias após a 2ª dose da imunização. (B) Resposta E7-
específica obtida do BAL de 3 animais imunizados. (C) Sobrevivência apresentada 
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pelos grupos de vacinação até 30 dias do desafio sublingual com ceúlas TC-1. Os 
dados apresentados correspondem a um experimento (n=3-5). Significância 
estatística: ns = não significativo, de acordo com análise estatística ANOVA 
utilizando o pós-teste de Tukey. 
 
A partir dos resultados de animais livres de tumor apresentados pelo grupo 
imunizado com os complexos pDNA-T-Rp3, decidiu-se repetir o experimento, desta 
vez incluindo uma segunda imunização com o objetivo de se alcançar resultados 
semelhantes e, de fato, confirmar a eficácia desse sistema de entrega para a vacina.  
Dados anteriores do grupo colaborador apontam que a vacina (DNA nu, não 
encapsulado) não é capaz de gerar resposta imune nem proteção antitumoral 
quando administrada pela via pulmonar, e que a complexação da mesma com PEI 
confere proteção parcial pela mesma via e modelo tumoral TC-1, portanto 
estabelecemos um grupo pDNA-PEI como um controle da imunização.  Apesar de 
proteger 20% dos animais na imunização anterior, o grupo vacinado com DNA-T-
Rp3 não apresentou resultados promissores na repetição da imunização, com 
frequências quase nulas de linfócitos CD8+-IFNγ+ sistêmicos (Figura 5.14 A) e 0% de 
animais livres de tumor (Figura 5.14 B). DODAB e PEI complexados à vacina 
também não geraram resposta celular satisfatória, porém apresentaram frequências 
de 60 e 40% de animais livres de tumor. 
 
Figura 5.14: Resposta anti-tumoral e sobrevivência obtidas após a segunda 
imunização com complexos pDNA-T-Rp3 pela via de mucosa. Camundongos 
C57BL/6 foram imunizados com 15 µg de pgDE7h complexados à T-Rp3 ou DODAB 
ou PEI. Animais não vacinados foram considerados o grupo Controle da imunização. 
 
Figura 12: Resposta anti-tumoral e sobrevivência obtida após a segunda imunização com 
complexos DNA-TRp3 pela via de mucosa. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 
15µg de DNA complexados ou não com fragmentos de DODAB ou com a proteína 
recombinante T-Rp3 na razão molar DNA:proteína de 1:500. Animais não vacinados foram 
considerados o grupo Controle da imunização. (A) Resposta E7-específica de amostras de 
células mo onucleares do sangue periférico, coletad s 14 dias após a imuniz ção. (B) 
Sobrevivência apresentada pelos grupos de vacinação até 30 dias após o desafio com TC-1. Os 
dados apresentados correspondem a um experimento (n= 5). Significância estatística: ns = não 
significativo, segundo análise estatística por ANOVA utilizando o pós-teste de Tukey. 
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(A) Resposta E7-específica de amostras de células mononucleares do sangue 
periférico, coletadas 14 dias após a 2ª dose da imunização. (B) Sobrevivência 
apresentada pelos grupos de vacinação até 30 dias do desafio sublingual com 
células TC-1. Os dados apresentados correspondem a um experimento (n=5). 
Significância estatística: ns = não significativo, de acordo com análise estatística 
ANOVA utilizando o pós-teste de Tukey. 
 
 Analisados em conjunto, os resultados indicam que os promissores resultados 
de T-Rp3 in vitro não se traduziram em igual eficiência in vivo. Foram analisadas 
diferentes vias de administração (intramuscular, subcutânea e intratraqueal), em 
diferentes relações molars pDNA:proteina, e a eficiência de entrega foi analisada de 
maneira direta (in vivo imaging) ou através da resposta imunológica elicitada (ICS de 
BAL, de sangue, titulação de IgG, crescimento tumoral). Em alguns experimentos T-
Rp3 desponta como um pouco melhor que os controles, mas sem atingir um 
resultado estatisticamente significativo.  
A dificuldade em traduzir resultados obtidos in vitro para modelos in vivo é 
frequente (Whitehead et al., 2012), o que se deve em partes pela dificuldade dos 
sistemas in vitro de antecipar as dificuldades realmente encontradas nos 
organismos, o que inclusive se reflete na grande quantidade de drogas promissoras 
desenvolvidas e que não chegam aos pacientes (Bhise et al., 2014). No caso de T-
Rp3 é digno de consideração que talvez outros modelos fossem mais adequados 
que o de vacina de DNA, que envolve muitas etapas além da simples entrega gênica 
eficiente. 
 
3. RNA de interferência 
 
 Embora as abordagens experimentais envolvendo T-Rp3 se concentrem 
majoritariamente na utilização de pDNA como o componente genético do sistema, 
avaliamos se tal proteína poderia atuar como carreador de outros sistemas, como 
RNA, a ser aplicado a ensaios de RNA de interferência (RNAi).  
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3.1. Metodologia 
 
 Baseando-se no trabalho de Elbashir e colaboradores (Elbashir et al., 2001), 
sequências fita simples complementares de RNA cujo alvo é o gene GL3 Luciferase 
(presente no pVAX-LUC, o plasmídeo utilizado em nossos estudos) foram 
sintetizadas e aneladas (Sigma-Aldrich). O siRNA liofilizado foi ressuspendido em 
água DEPC e armazenado em alíquotas a -20˚C. Neste experimento, células HeLa 
foram crescidas em meio F12 (Ham) (Gibco) com 10% FBS v/v e incubadas a 37˚C 
na presença de 5% CO2 até atingirem 70-90% de confluência, quando foram 
tripsinizadas e distribuídas em placas de 24 poços, onde cresceram até atingirem 
confluência de 70%. As células foram então transfectadas  com o plasmídeo pVAX-
LUC (1 µg/poço) usando Lipofectamine 2000TM (Invitrogen) como reagente de 
transfecção de acordo com as instruções  do fabricante. As células foram então 
incubadas por 4 horas, quando o meio foi substituído por F-12 (Ham) sem FBS, e as 
células foram transfectadas com 40 nM de siRNA usando Lipofectamine 2000TM 
como controle e avaliando diferentes relações molares de siRNA:T-Rp3. Como 
controle negativo as células foram tratadas com a mesma quantia de Lipofectamine 
2000TM ou proteína sem o siRNA. As células forma incubadas por mais 5 horas 
antes do meio ser substituído por F-12 (Ham) suplementado com FBS. Após 24 
horas da primeira transfecção as células forma coletadas e analisadas utilizando 
Luciferase Assay System (Promega, USA) conforme as instruções do fabricante, e a 
luminescência foi normalizada pela concentração de proteína, determinada usando 
Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA). 
 
3.2. Resultados 
 
 A principio avaliamos 4 diferentes relações molares de siRNA:T-Rp3 para 
estabelecer se isso afetaria a eficiência de silenciamento e, se sim, qual seria a 
relação mais adequada. Pudemos observar (figura 5.15) que dentre as relações 
avaliadas, 1:300 se mostrou a mais eficiente, se aproximando da eficiência de 
Lipofectamine 2000TM. Uma vez que a presença de T-Rp3 nos controles negativos 
pode ter algum efeito, cada condição analisada tem seu próprio controle para 
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referência. Este experimento indica que T-Rp3 possui uma possível aplicação a 
mais, sendo então capaz de mediar a entrega de siRNA.  
 
          
Figura 5.15: Eficiência de silenciamento de siRNA:T-Rp3. Eficiência analisada 
em diferentes relações molares, comparado com controles que receberam a mesma 
quantia de T-Rp3 sem siRNA. O experimento foi realizado em células HeLa com 
siRNA a 40 nM, e foi usado Lipofectamine 2000TM como controle. 
 
A seguir, avaliamos se uma maior dose de siRNA afetaria igualmente o 
sistema entregue por lipídeo ou por T-Rp3. O resultado indica que a utilização de 
100 nM ao invés de 40 nM de siRNA não altera muito a eficiência de silenciamento 
de Lipofectamine 2000TM, mas sim de T-Rp3, que neste caso foi avaliada em uma 
relação molar sub-ótima (figura 5.16). Nesta concentração, a eficiência de T-Rp3 
parece se equiparar a de Lipofectamine 2000TM. 
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Figura 5.16: Eficiência de silenciamento de siRNA:T-Rp3 e Lipofectamine 
2000TM utilizando diferentes concentrações de siRNA, mantendo a relação molar de 
1:100 com a proteína. 
 
 Os resultados indicam que T-Rp3 pode ser utilizada como vetor de entrega 
para silenciamento gênico através de RNAi, atingindo eficiência comparável à 
Lipofectamine 2000TM usando-se 100 nM de siRNA. 
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Considerações finais 
A presente tese de doutoramento relata um amplo estudo de caracterização e 
avaliação de uma nova proteína modular destinada a entrega gênica. A proteína T-
Rp3 é uma proteína modular catiônica, centrada na cadeia leve de dineína Rp3, que 
foi escolhida visando favorecer o tráfego intracelular através da rede de 
microtúbulos, buscando assim mimetizar uma estratégia amplamente utilizada pelos 
vírus. À proteína central, foram adicionados um domínio de interação com DNA 
(DNA binding), um CPP (TAT) e uma HisTag. A proteína resultante foi produzida em 
E. coli, sendo capaz de se auto-estruturar em nanopartículas toroidais de 
aproximadamente 50 nm de diâmetro quando em solução. Na presença de 
plasmídeo, a proteína interage e compacta o DNA, formando nanopartículas 
positivamente carregadas da ordem de 140 nm, que puderam ser analisadas através 
de TEM e de DLS, sendo que o padrão de interação com o pDNA se manteve com 
os três diferentes tipos de plasmídeo usados ao longo deste trabalho.  
Uma análise mais detalhada indicou que o tamanho do complexo 
pDNA:proteína é reflexo da relação molar utilizada, inicialmente aumentando com a 
adição de proteína, até a relação molar de 1:500, onde atinge valores máximos. A 
partir de então, a adição de mais proteína leva à compactação do complexo, cujo 
tamanho não se altera significativamente de 1:2000 para 1:8000, ainda que nesta 
última relação molar haja uma redução da polidispersidade. A adição de pDNA 
parece então promover a estabilização do sistema como uma nanopartícula com 
polidispersidade muito menor em relação à proteína sozinha. Para transfectar 
células HeLa, relações molares crescentes de pDNA:T-Rp3 conduziram a um 
aumento de eficiência de entrega do plasmídeo contendo o gene repórter da 
luciferase.  
Na relação molar de 1:8000 se atinge uma elevada eficiência de transfecção, 
sendo 400 vezes mais eficiente que a protamina, uma proteína envolvida na 
espermatogênese e que é frequentemente utilizada em ensaios de entrega gênica. 
Em relação à Lipofectamine 2000TM, considerada um golden standard de eficiência, 
a T-Rp3 é apenas 13 vezes menos eficiente, sendo por outro lado muito menos 
citotóxica. Este comportamento é esperado uma vez que, apesar da elevada 
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eficiência, os lipídeos catiônicos têm seu uso frequentemente limitado pela elevada 
toxicidade. No caso da T-Rp3, o impacto da abordagem modular utilizada para 
construir a proteína pode ser observado, uma vez que a incorporação do DNA 
binding eleva a eficiência de transfecção em relação à versão selvagem da proteína, 
o que é acentuado pela adição de TAT.  
A utilização de drogas permitiu avaliar o impacto de algumas etapas do 
tráfego intracelular sobre a nanopartícula. O pré-tratamento das células com 
cloroquina revelou que a retenção em endossomos permanece um obstáculo 
relevante, uma vez que na presença desta droga a eficiência de transfecção é três 
vezes maior. No caso do nocodazol, que promove a despolarização da rede de 
microtúbulos, a eficiência se reduz em 92%, o que foi um primeiro indício da 
contribuição do transporte via microtúbulos para as nanopartículas pDNA:T-Rp3. A 
injeção de T-Rp3 em uma coluna carregada com resina Sepharose contendo a 
cadeia intermediária de dineína imobilizada indicou que a proteína, apesar de 
recombinante e com a adição de peptídeos sintéticos, mantém sua capacidade de 
interagir com o complexo dineína. Em ensaios preliminares de microscopia confocal 
se visualizou um acúmulo perinuclear de plasmídeos marcados com Cy3, o qual 
estava limitado a uma região específica. Isso é consistente com o transporte via 
microtúbulos, uma vez que as dineínas são motores moleculares que trafegam em 
direção ao centrossoma, o qual se localiza adjacente ao núcleo. Para protamina, por 
exemplo, este padrão de acúmulo não é observado.  
 Uma análise mais detalhada por microscopia confocal 3D de células HeLa 
vivas (sem possíveis artefatos de fixação) revela que, além do acúmulo perinuclear, 
a proteína também se encontra frequentemente aderida à membrana nuclear, 
estando eventualmente presente na face interna da mesma. Em experimentos em 
que se marca o pDNA, a proteína e os lisossomos, observamos uma distribuição 
bastante diversa no citoplasma, com eventos em que a proteína permanece 
envolvendo o pDNA, sendo que tal complexo foi observado inclusive dentro do 
lisossomo. Em outros casos, proteína e pDNA se encontram separados no 
citoplasma ou dentro de lisossomos. A internalização ocorre de maneira muito 
rápida, com muitas nanopartículas observadas na região perinuclear menos de 30 
minutos pós-transfecção de células HeLa.  
Se visualizamos a rede de microtúbulos marcada pela prévia transfecção com 
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o plasmídeo pAcGFP1-Tubulin, que incorpora GFP à tubulina, observamos que os 
plasmídeos marcados tendem a ser visualizados nos arredores dos filamentos de 
microtúbulo. Através de single particle tracking detectamos que as partículas se 
movem em alta velocidade dentro das células, compatível com o movimento através 
de dineínas reportado na literatura, atingindo velocidades próximas a 1 µm/s. O 
movimento é mais frequentemente bidirecional do que se poderia supor, o que 
também já foi reportado para vírus.  
Visando a utilização de T-Rp3 para ensaios in vivo, avaliamos a resposta 
inflamatória gerada em macrófagos BMM através da quantificação de TNF-α, o que 
indicou que T-Rp3 tem baixo potencial pró-inflamatório, podendo inclusive reduzir a 
resposta via TNF-α de BMM contra o pDNA nu. A partir destes experimentos foi 
incorporada uma etapa cromatográfica de remoção de toxinas ao protocolo de 
produção de T-Rp3. E uma vez que a aplicação in vivo exige a formação dos 
complexos em elevadas concentrações e em pequenos volumes ao mesmo tempo, 
o tampão de diálise foi substituído, visando a obtenção de complexos menores e 
mais estáveis em altas concentrações.  
 No modelo de vacina de DNA para tumores derivados de HPV tivemos a 
oportunidade de aplicar T-Rp3 a um modelo in vivo. Em um primeiro momento com 
administração intramuscular observamos um tendência do grupo tratado com T-Rp3 
de produzir mais linfócitos T CD8+IFN-γ+ E7-específicos, mas o resultado não foi 
estatisticamente significativo. A substituição do tampão de diálise HEPES por MES 
não alterou este perfil, ainda que houvesse uma indicação de que a relação molar de 
1:4000 poderia ser mais promissora. A resposta humoral através de anticorpos IgG 
anti-gD também não foi favorecida pela utilização de T-Rp3. A opção por analisar a 
eficiência de transfecção através de in vivo imaging visava observar o efeito da 
proteína como vetor de entrega, independente da conseguinte ativação do sistema 
imune. Os resultados no entanto apontam para uma eficiência muito baixa da 
entrega utilizando T-Rp3. Uma vez que a 48 horas havia uma tendência de que 
possivelmente a relação molar 1:4000 tivesse desempenho superior, avaliamos 
outras relações molares mais baixas, bem como a administração por via 
subcutânea. Novamente a proteína não atingiu a eficiência esperada.  
Considerando-se a possibilidade de que a via de administração pudesse estar 
comprometendo os resultados, optamos por uma administração por via não 
parenteral (intratraqueal). Uma vez mais a T-Rp3 pareceu induzir a produção de 
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mais linfócitos T CD8+IFN-γ+ E7-específicos, porém o resultado não foi 
estatisticamente significativo. Uma vez que o grupo tratado com a proteína teve o 
crescimento do tumor retardado, inclusive em relação ao grupo tratado com DODAB, 
o experimento foi repetido utilizando-se duas doses de vacina. Ainda que T-Rp3 
pareça mais vantajosa, por não provocar parada respiratória e óbito durante a 
imunização, como aconteceu com o vetor PEI, os resultados não atingiram a 
eficiência esperada.  
O baixo desempenho de T-Rp3 não indica, contudo, que ela não possa ser 
utilizada in vivo. O modelo de vacina de DNA oferece obstáculos adicionais, por não 
depender apenas da entrega gênica, e sim da conseguinte ativação adequada do 
sistema imune. O perfil observado na quantificação de TNF-α pode inclusive 
oferecer indícios de porquê o plasmídeo entregue com T-Rp3 não gera uma 
resposta imunológica melhor que o plasmídeo nú, que nos ensaios in vivo passa a 
ser usado como controle. Adicionalmente, a limitação a pequenos volumes para 
inocular nos animais, somada à alta quantidade de pDNA e à escolha de usar 
sempre relações molares mais altas (que são mais promissoras in vitro) leva à 
formação do complexo pDNA-proteína em altas concentrações e em volumes 
pequenos,  o que pode comprometer seu desempenho e estabilidade. Nos ensaios 
intratraqueais a relação molar utilizada foi mais baixa, o que parece ter favorecido 
um pouco a eficiência, ainda que dados de DLS indiquem que na relação molar 
utilizada o tamanho do complexo atinge seus níveis mais altos.  
Os ensaios de RNAi, por sua vez, apontam para mais uma funcionalidade de 
T-Rp3. Ainda que tenham sido pouco caracterizados, indicam que o potencial desta 
proteína catiônica de interagir com diferentes classes de oligonucleotideos pode 
ainda ser explorado.  
Ao longo do trabalho com as cadeias leves de dineína diversas proteínas 
diferentes foram construídas. Ainda no âmbito do mestrado da aluna, o trabalho se 
dividia entre Rp3 e TcTex, ambas da mesma família de cadeias leves de dineína, 
combinadas a TAT e a Penetratina, outro CPP. Embora apenas T-Rp3 tenha sido 
levada para os estudos de doutoramento, novas proteínas foram concebidas desde 
então. Ainda no início deste período desenvolvemos uma versão modificada de T-
Rp3 pela adição de histidinas, baseando-se em trabalhos já publicados de que a 
adição de histidinas aumenta a eficiência (Lo and Wang, 2008). Mais recentemente, 
estabelecemos uma colaboração com o grupo do Prof. Antonio Villaverde 
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(Universitat Autonoma de Barcelona) para desenvolver uma versão modificada da 
proteína T-Rp3, na qual o peptídeo TAT seria substituído pelo T22, que confere à 
proteína a capacidade de entrar especificamente em células que expressam o 
receptor CXCR4, o qual é altamente relevante em diversos tipos de tumores 
(Unzueta and Céspedes, 2012). Apesar de 4 diferentes construções terem sido 
desenvolvidas para acomodar a Rp3 com os peptídeos, nenhuma foi passível de ser 
purificada em níveis e condições satisfatórias. O mesmo cenário já havia ocorrido 
para a versão modificada de T-Rp3 com histidinas.  
Isso nos despertou o interesse de melhor compreender como pequenas 
modificações nas proteínas podem impactar sua produção, bem como seu efeito e a 
forma como se estruturam. Através de nossa colaboração com o referido grupo, 
iniciamos a avaliação de 4 construções que diferiam na quantidade de argininas 
presente, unidas à proteína GFP. Tais proteínas foram desenvolvidas direcionadas a 
um contexto de entrega de drogas, e sua caracterização permitiu avaliar que não só 
como a produção é alterada por substituições tão pequenas como um único 
aminoácido, mas que  seu comportamento e tendência a formar nanopartículas é 
diretamente impactado. Esses estudos mostraram que a especificidade pelo 
receptor CXCR4 pode ser comprometida pela remoção de argininas, e sua eficiência 
de internalização em células HeLa é dependente também de sua sequência.  
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Conclusões 
Tomados em conjunto, os resultados da presente tese de doutoramento 
abrangem a área de entrega de drogas e de genes, utilizando como ferramentas 
proteínas modulares produzidas de maneira heteróloga, nas quais a incorporação de 
peptídeos confere funções específicas. A proteína T-Rp3, utilizada na maioria dos 
ensaios aqui apresentados, foi amplamente caracterizada e se mostrou um vetor de 
entrega gênica altamente competente in vitro, cuja aplicação in vivo ainda é passível 
de otimização e, principalmente, deveria ser avaliada em outros modelos. Por fim, o 
presente trabalho é também uma prova de conceito de que é possível mimetizar 
estratégias virais, no caso através da aplicação de cadeias de dineína modificadas, 
para otimizar a entrada e o tráfego intracelular de oligonucleotídeos.  
 
Perspectivas 
 
O presente trabalho permitiu alcançar uma ampla caracterização da proteína 
T-Rp3 como vetor de entrega. Constatou-se que modificações, mesmo mínimas, 
podem impactar no processo de produção e atividade de proteínas recombinantes. 
Assim mesmo, o trabalho com proteínas modulares visa a constante alteração de 
pequenos fragmentos da proteína, e certamente a T-Rp3 poderia ser otimizada para 
adquirir maior especificidade ou até uma maior eficiência de escape endossomal. No 
atual momento, seria de extrema importância a escolha de outro modelo para avaliar 
a proteína como vetor de entrega in vivo, preferencialmente avaliando diferentes 
relações molares para estabelecer as condições ótimas.  
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Abstract Dynein light chains mediate the interaction be-
tween the cargo and the dynein motor complex during retro-
grade microtubule-mediated transport in eukaryotic cells. In
this study, we expressed and characterized the recombinant
human dynein light chain Rp3 and developed a modified
variant harboring an N-terminal DNA-binding domain (Rp3-
Db). Our approach aimed to explore the retrograde cell ma-
chinery based on dynein to enhance plasmid DNA (pDNA)
traffic along the cytosol toward the nucleus. In the context of
non-viral gene delivery, Rp3-Db is expected to simultaneous-
ly interact with DNA and dynein, thereby enabling a more
rapid and efficient transport of the genetic material across the
cytoplasm. We successfully purified recombinant Rp3 and
obtained a low-resolution structural model using small-angle
X-ray scattering. Additionally, we observed that Rp3 is a
homodimer under reducing conditions and remains stable
over a broad pH range. The ability of Rp3 to interact with
the dynein intermediate chain in vitro was also observed,
indicating that the recombinant Rp3 is correctly folded and
functional. Finally, Rp3-Db was successfully expressed and
purified and exhibited the ability to interact with pDNA and
mediate the transfection of cultured HeLa cells. Rp3-Db was
also capable of interacting in vitro with dynein intermediate
chains, indicating that the addition of the N-terminal DNA-
binding domain does not compromise its function. The trans-
fection level observed for Rp3-Db is far superior than that
reported for protamine and is comparable to that of the cat-
ionic lipid LipofectamineTM. This report presents an initial
characterization of a non-viral delivery vector based on the
dynein light chain Rp3 and demonstrates the potential use of
modified human light chains as gene delivery vectors.
Keywords Rp3 . Dynein . Gene delivery . SAXS .
Transfection
Introduction
Non-viral vectors for gene delivery are expected to efficiently
interact, condense, and deliver exogenous DNA to the nucleus
of target cells. To accomplish this task, non-viral vectors must
overcome a series of physico-chemical barriers that drastically
reduce the efficiency of transgene delivery (Lundstrom and
Boulikas 2003). There are several requirements for an effi-
cient delivery vector: (1) protection from exogenous endonu-
cleases, (2) maintenance of the stability of the delivery com-
plex in the blood or extracellular environment, (3) enhanced
cellular uptake, (4) the evasion of endosomal entrapment, (5)
protection from cytoplasmic nucleases, (6) enhanced exoge-
nous DNA transport towards the nucleus, and (7) the facilita-
tion of nuclear membrane transposition (Niidome and Huang
2002; Guo and Huang 2012). Viral vectors are naturally
capable of efficiently performing all of these tasks but have
the drawback of safety concerns, such as the generation of
immune responses and adverse side effects (Barbar et al.
2001). Therefore, there has been an ongoing effort to study
and develop non-viral vectors with an efficiency comparable
to that of viral-based vectors. Delivery complexes based on
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